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RESUMEN 
La enfermedad de Charcot-Marie-Tooth (CMT) es la neuropatía 
hereditaria más común del sistema nervioso periférico. El CMT tipo 1A 
(CMT1A) es la forma más prevalente de CMT y se hereda de una manera 
autosómica dominante, ligada al cromosoma 17. Esta enfermedad se 
caracteriza clínicamente por una atrofia de los músculos distales y una 
disminución en la velocidad de conducción nerviosa. 
Mediante estudios de ligamiento genético se determinó que el locus para 
la enfermedad de CMT1A se localiza en la región pl 1.2-pl2 del cromosoma 
humano número 17. En el presente trabajo se describe el aislamiento de un 
marcador genético muy polimórfico designado con el nombre de pRMl 1-GT, 
el cual se localiza en la región cromosómica 17pll.2-pl2. Este marcador 
detecta un nuevo tipo de polimorfismo que se presenta a nivel de secuencias 
repetidas en tándem del dinucleótido guanina y tímina. Con este marcador 
pRMll -GT se analizaron 194 individuos que conforman siete árboles 
genealógicos (seis de origen Acadio-Francés y uno de origen judío) y se 
encontró que, únicamente en aquellos individuos afectados con CMT1A, había 
un alelo extra para este marcador. Esto significa que los pacientes con CMT1A 
tienen una duplicación de DNA que involucra el locus D17S122 al cual 
pertenece el marcador RM11-GT. Esta duplicación se coafirmó con el análisis 
de los polimorfismos en la longitud de fragmentos de restricción (RFLP) que 
se obtuvieron con otros dos marcadores de este mismo locus: VAW409R1 y 
VAW409R3. Nuevamente, solo en los individuos afectados se pudo detectar la 
presencia de un alelo extra para estos marcadores. Además con el uso de 
RFLP se determinó que la duplicación también involucra otros dos locus: 
VAW412 y EW401; esto implicó que el tamaño de la duplicación debe ser al 
menos de 100 kb. Por otro lado, se demostró que un paciente severamente 
afectado con CMT1 A, hijo de un matrimonio entre dos personas afectadas, era 
homocigoto para la duplicación de DNA. Esto representa una evidencia 
indirecta de una correlación entre el genotipo y el fenotipo. Este hallazgo de la 
asociación de la enfermedad de CMT1A con una duplicación de DNA, ha 
permitido por primera vez el diagnóstico molecular de la enfermedad de 
CMT1A, y representa un paso muy importante para la identificación del gen 
(o de los genes) responsable de esta enfermedad. 
INTRODUCCION 
Existen descritas más de 4000 enfermedades genéticas en el humano, 
para la mayoría de las cuales aún se desconocen sus bases moleculares (1). La 
tecnología del DNA recombinante ha permitido dilucidar las bases moleculares 
de algunas de estas enfermedades, al identificar los genes responsables y sus 
correspondientes mutaciones que conducen a la aparición del fenotipo de la 
enfermedad. Esto se ha logrado principalmente para aquellas enfermedades 
genéticas en donde previamente se conocía que tipo de proteína estaba alterada 
en la enfermedad, de tal manera que la identificación de sus respectivos genes 
se facilitó al usar estrategias de clonación basadas en la secuencia total o 
parcial de la proteína, en su función y/o en el uso de anticuerpos contra la 
misma. Tal es el caso por ejemplo de las precisas descripciones moleculares de 
síndromes de Talasemias (2) e Hipercolesterolemia familiar (3). 
Sin embargo, para la mayoría de las enfermedades genéticas humanas, 
incluyendo la enfermedad de CMT1A, se desconocen sus bases bioquímicas y 
por ende las proteínas posiblemente involucradas en esta enfermedad. En este 
tipo de casos se identifica el locus del gen responsable de la enfermedad, 
através de estudios de ligamiento genético. Este tipo de estudios se designan 
con el nombre de "clonación por su posición", e involucra estrategias para el 
aislamiento del gen, aún y cuando no se conozca ni su producto proteico o/y su 
función. La lógica de este enfoque es el de establecer la posición del locus de 
la enfermedad con un marcador genético que previamente se haya 
determinado que está ligado a la enfermedad; la región cromosómica donde se 
localiza este marcador corresponde al locus de la enfermedad y en esta área se 
debe encontrar un gen con alguna mutación que se correlacione con La 
enfermedad. De esta manera se logró la identificación del gen responsable de 
la Fibrosis Quística (4,5,6), y establecer al menos la localización cromosómica 
de diversas enfermedades genéticas como por ejemplo la Corea de Huntington 
(7) y la enfermedad del Riñón Poliquístico Crónica (8). Algunas veces se 
pueden encontrar pacientes en donde la enfermedad está asociada con alguna 
anormalidad cromosómica; por ejemplo una translocación o deleción. Esto 
facilita la localización del gen ya que la búsqueda del mismo se restringe ea 
aquella región donde se encuentra la anormalidad cromosómica. Así se logró 
la identificación de los genes responsables de algunas enfermedades genéticas 
como son la Distrofia muscular tipo Duchenne (9,10), el Retinoblastoma (11), 
la Granulomatosis Crónica (12) y la Neurofibromatosis (13,14). 
El presente trabajo se enfocó a la identificación del gen responsable de 
una mas de las tantas enfermedades genéticas humanas: la enfermedad de 
CMT1A. 
I. Aspectos Históricos de la Enfermedad de Charcot-Marie-
Tooth. 
En 1886, Charcot y Marie en Francia (15) y Tooth en Inglaterra (16), 
describieron una enfermedad en La cual los individuos presentaban una 
debilidad muscular como consecuencia de un desorden neurològico. Además, 
observaron que esta enfermedad se presentaba en varios miembros de la 
misma familia con lo cual determinaron posteriormente que se trataba de una 
enfermedad hereditaria. Originalmente esta enfermedad recibió el nombre de 
atrofia muscular peroneal, sin embargo actualmente ésta se designa con el 
nombre de sus descubridores: enfermedad de Charcot-Marie-Tooth (CMT). 
Apartir de estas primeras descripciones del CMT han aparecido en la 
literatura diversos reportes sobre enfermedades con un fenotipo similar al 
descrito originalmente por Charcot, Marie y Tooth. Actualmente, el CMT 
comprende un grupo heterogéneo de varias enfermedades que tienen en común 
un desorden degenerativo y herediatrio de los nervios periféricos. Por esta 
razón es más apropiada la designación de Síndrome de Charcot-Marie-Tooth. 
De acuerdo con estudios electrofisiológicos realizados por Henriksen 
(17), y Gilliat y Thomas (18), el CMT descrito por Charcot, Marie y Tooth, 
se dividió en dos grupos: CMT1, el cual comprende pacientes con una severa 
disminución en la velocidad de conducción nerviosa (VCN), y CMT2 el cual 
incluye pacientes con una VCN normal. Estos grupos se subdividieron, por 
Dyck and Lambert (19,20), en base a sus características electrofisiológicas, 
biopsias de nervio y al patrón de herencia. El CMT1 se dividió en dos grupos, 
ambos con una neuropatía hipertrófica, pero uno con un patrón de herencia 
dominante y el otro con un patrón de herencia recesivo. El CMT2, con VCN 
normales y sin hipertrofia de los nervios, también llamado el tipo neuronal, se 
dividió en cinco grupos con un diferente patrón de herencia. Posteriormente, 
Brust y cois. (21), y Davis y cois. (22), basándose en los mismos aspectos, 
describieron un tipo intermedio de CMT, con VCN similares al CMT1, pero 
sin hipertrofia de los nervios. 
La clasificación de esta enfermedad ha sido confusa debido a los 
diversos criterios utilizados por los diferentes investigadores (23). Sin 
embargo la clasificación más utilizada para designar el CMT es la propuesta 
por Dyck y cois. (24), como neuropatías herediatrias motoras y sensitivas 
(HMSN): HMSN tipo I o CMT1 es una neuropatía hipertrófica que presenta 
una desimelinización de los nervios periféricos con una reducción muy severa 
en la conducción nerviosa, y HMSN tipo II o CMT2 es la forma neuronal en la 
cual ocurre una degeneración a nivel de los axones, pero la velocidad de 
conducción nerviosa es prácticamente normal. 
I I . Características Clínicas del CMT1 (25). 
La enfermedad comienza a manifestarse por una atrofìa y debilidad de 
los músculos peroneales, y progresa hasta afectar los músculos distales de las 
piernas y los brazos. Estos músculos distales pierden progresivamente fuerza y 
masa, de tal manera que en algunos pacientes la atrofia de las piernas da el 
aspecto de piernas de cigüeña. Otras características incluyen una pérdida en los 
reflejos tendinosos, un arco muy pronunciado en los pies (pie cavo) e 
hipertrofia de los nervios periféricos a manera de bulbo de cebolla. Las 
deformidades en los pies y las manos puede ser tan severa que se requiere de 
una intervención quirúrgica para corregirlas. La aparición de los síntomas del 
CMT ocurre principalmente al final de la primera década o inicios de la 
segunda década de vida. La penetrancia del fenotipo en la primera década 
puede ser baja pero incrementa con la edad. La posibilidad de que un paciente 
muestre los primeros síntomas después de la tercera década se disminuye 
marcadamente con el incremento de la edad. 
IV. Electrofisiología del CMT1 (25). 
La expresión del fenotipo de la enfermedad de CMT1 es muy variable 
de acuerdo a los criterios clínicos convencionales. Sin embargo, todos los 
pacientes con CMT1 tienen una disminución muy severa en la velocidad de 
conducción del nervio motor (VCN), de tal manera que la VCN es la 
característica más confiable y umversalmente utilizada para definir el CMT1. 
Inclusive los pacientes asintomáticos también tienen un grado similar en la 
disminución de la VCN. Los pacientes con CMT2 pueden manifestar una 
disminución leve en la VCN, pero no tan severa como en el CMT1. 
En un estudio efectuado por Dyck y Lambert (19,20), el promedio en la 
VCN filé menor de 25 m/seg, y sólo en algunos pacientes alcanzó 42 m/seg. 
Davis y cois. (22) analizaron la VCN de 116 individuos afectados con la forma 
autosómica dominante de CMT, y en base a estos estudios la dividieron en dos 
grupos. En un grupo incluyeron aquellos pacientes con VCN menores de 25 
m/seg, los cuales correspondían claramente al tipo CMT1. En el otro grupo 
incluyeron pacientes con VCN entre 25 y 45 m/seg el cual incluía pacientes 
con CMT2. 
La VCN es normal al nacimiento en los pacientes con CMT1 (25,26). 
No existe una correlación entre el grado de disminución de la VCN y el 
defecto neurològico. Muchos niños y algunos adultos afectados con CMT, aún 
y cuando tienen una severa disminución en la VCN no presentan signos de la 
enfermedad, o sea que son asintomáticos. Durante el proceso de la enfermedad 
no se manifiestan cambios en la VCN. Sin embargo, la severidad en la 
disminución de la VCN puede reflejar la severidad en el proceso de la 
enfermedad, de manera que los pacientes con los niveles más bajos en la VCN 
pueden desarrollar los defectos neurológicos más severos. Dyck et al (28) 
encontraron que aquellos pacientes que mostraron a edad temprana una severa 
disminución en la VCN presentaron un fenotipo muy severo. 
IV. Genética de la Enfermedad de Charcot-Marie-Tooth (25). 
A. Herencia Mendeliana. La mayor parte de las familias con CMT 
presentan la forma autosómica dominante, sin embargo existen familias en las 
cuales la enfermedad se hereda ligada al X y algunas veces en forma recesiva 
(1). En la forma dominante ligada al X, la enfermedad es más severa en los 
varones que en las mujeres, y en estas últimas el fenotipo clínico es muy 
heterogéneo aun y cuando forman parte del mismo árbol genealógico (29); 
esta variabilidad se debe posiblemente a la variación somática en la 
inactivación del cromosoma X. Por otro lado, existe descrito en la literatura 
un individuo afectado con la forma autosómica dominante quien presentó un 
fenotipo muy severo y que se le manifestó en el primer año de vida; puesto 
que ambos padres también estaban afectados con CMT se postuló que dicho 
paciente era homocigoto para el alelo dominante de CMT (30). Varios estudios 
apoyan el hecho de que la forma autosómica dominante es la más frecuente, 
mientras que la ligada al X es la más rara. En un estudio realizado por Lupski 
y cois. (25) se determinó que de 72 diferentes familias afectadas con CMT, 68 
mostraron el patrón de herencia autosómico dominante. 
B. Penetrancia del fenotipo de CMT. El CMT es una enfermedad en 
donde el fenotipo progresa Lentamente con la edad, y por lo tanto la 
penetrancia del mismo es un fenómeno que depende del tiempo. En un estudio 
realizado por Bird and Kraft (31), se analizó la penetrancia del fenotipo en 
109 individuos que conformaban 15 familias heredando el CMT en una forma 
autosómica dominante. El resultado fué que la penetrancia del gen(es) del 
CMT es de un 28% en la primer década, y casi completa en la mitad de la 
tercera década. La edad promedio en la cual se manifestó el fenotipo fué a los 
12.2 años de edad con una desviación estandard de 7.3 años. Además en este 
estudio se concluyó que los individuos con riesgo (hermanos de pacientes con 
CMT) sin manifestaciones clínicas y mayores de 27 años de edad, tienen una 
probabilidad menor del 3% de que hayan heredado el gen del CMT. En 
resumen, la penetrancia del genotipo del CMT, en cuanto a su manifestación 
clínica, independientemente de la edad, es casi completa (no es del 100%); y de 
acuerdo con los estudios electrofisiológicos, la disminución en la VCN es una 
característica con una penetrancia completa (25). 
C. Variabilidad en la expresión del fenotipo clínico del CMTl. El 
fenoüpo clínico del CMT1 muestra una variabilidad muy notable, ya que se 
observa una heterogeneidad tanto interfamiliar como intrafamiliar. Esta 
heterogeneidad intrafamiliar se demostró en un estudio realizado sobre 299 
individuos de un árbol genealógico Acadio-Francés afectado con la forma de 
CMT1 autosómica dominante. En este estudio se le determinó a los individuos 
la VCN para diagnosticar correctamente la enfermedad de CMT1. De los 
pacientes diagnosticados con CMT1, mientras que algunos tenían un pie cavo 
muy severo y con gran dificultad para caminar, otros prácticamente carecían 
de los rasgos clínicos de la enfermedad (32). Puesto que los individuos 
afectados deberían portar la misma alteración genética, se concluye que existe 
una heterogeneidad intrafamiliar en la enfermedad de CMT1. 
Otra línea de evidencia sobre la heterogeneidad del CMT1 fué obtenida 
por García y cois. (33), con el estudio de gemelos idénticos afectados con 
CMTl. Como se sabe, los gemelos idénticos son muy importantes en los 
estudios de heterogeneidad, ya que son individuos que poseen el mismo 
componente genético, y por ende se evita la confusión que se origina por otros 
genes que pudiesen alterar la expresión del fenotipo de la mutación en 
cuestión. De acuerdo con esto si los gemelos idénticos afectados con CMTl 
tienen un fenotipo diferente apoyan el fenómeno de la heterogeneidad. Como 
resultado se encontró que en un caso de gemelos idénticos, hubo discordancia 
en cuanto a los calambres, a la debilidad de los músculos intrínsecos de las 
manos, debilidad de los pies, y en la hipertrofia de los nervios peroneal, 
cubital, y auricular mayor. Otro caso de gemelos idénticos afectados con 
CMTl, fué también discordante en los calambres, debilidad de las manos, e 
hipertrofia de los nervios. Uno de estos dos gemelos tenía unos pies tan débiles 
que a la edad de 14 años requirió el uso de muletas. Lo interesante fué que la 
VCN se mantuvo al mismo nivel de afección para cada uno de los cuatro 
gemelos analizados (18-20 m/seg). Esto es congruente con una penetrancia 
completa del fenotipo de VCN y sugiere que su expresión es menos variable. 
-Estos estudios en gemelos idénticos indican que los factores ambientales juegan 
un papel importante en la severidad de la expresión clínica del CMTÍ. Otra 
evidencia de la influencia del medio ambiente es la diferencia en la 
susceptibilidad de los pacientes con CMT a los efectos neurotóxicos colaterales 
de la terapia con vincristina (34-37). 
V. Genética Molecular del CMT (25). 
A. Estudios de ligamiento genético. Como se mencionó anteriormente 
los estudios de ligamiento genético han sido muy importantes en la localización 
de los genes responsables de diversas enfermedades genéticas (13,14). El 
propósito de un estudio de ligamiento es el de determinar si existe una 
correlación positiva entre la herencia de una región cromosómica específica 
(representada por un marcador genético) y la herencia del fenotipo de una 
enfermedad (Figure 1). Si el locus de la enfermedad y un marcador genético 
en particular se localizan en diferentes cromosomas, ambos se segregarán 
independientemente, es decir al azar, y no mostrarán una correlación en su 
patrón de herencia. Similarmente, si los dos están en lugares opuestos en un 
mismo cromosoma es muy alta la probabilidad de que el proceso natural de la 
recombinación los separe, uno en cada cromosoma homólogo. De esta manera 
al estar en diferentes cromosomas se segregarán independientemente y 
nuevamente no existirá ninguna correlación entre ellos. Sin embargo si se 
encuentran muy cerca uno del otro en la misma región cromosómica, es decir 
si están "ligados", será muy baja la probabilidad de que la recombinación los 
separe, y por ende tanto la enfermedad como el marcador genético se 
heredarán en conjunto (cosegregarán) (Figura 1). Por lo tanto el número de 
recombinaciones entre la enfermedad y el marcador genético através de un 
árbol genealógico determinará la distancia que existe entre ellos (en promedio, 
en el genoma humano, 1 % de recombinación corresponde a un millón de pares 
de bases de DNA). Si la enfermedad y el marcador se encuentran ligados, el 
gen responsable de la enfermedad se identifica y aisla de aquella región 
cromosómica donde se localice el marcador genético. Estos estudios de 
ligamiento son más precisos si se utilizan diferentes marcadores genéticos y se 
realiza un análisis de ligamiento múltiple. De esta manera se determina la 
posición del locus de la enfermedad con respecto a los diferentes marcadores. 
Posteriormente de la región cromosómica comprendida entre los marcadores 
genéticos que flanquean el locus de la enfermedad se aislan genes, y se 
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Figura 1. Ligamiento genético entre una enfermedad y un marcador genético. 
Ejemplo hipotético de ua árbol genealógico segregando una enfermedad autosóraica 
dominante. Los símbolos en negro indican los individuos afectados con la enfermedad y el 
par de letras debajo de cada uno de los símbolos indican los alelos (el genotipo) presentes en 
cada uno de ellos, obtenidos por RFLP, utilizando un marcador genético que se ha postulado 
que está ligado al locus de la enfermedad. Los números romanos indican las generaciones 
familiares. 
Si analizamos el genotipo de los descendientes afectados en la generación II podemos 
deducir que heredaron la enfermedad en combinación con el alelo A del padre. Uno de estos 
descendientes nuevamente transmitió a dos de sus hijos la enfermedad ligada a su alelo A; y 
así sucesivamente. 
Este árbol genealógico ejemplifica el resultado esperado en caso de que un marcador 
genético esté ligado a la enfermedad. En este caso el marcador genético está ligado a la 
enfermedad puesto que su locus (identificado por el alelo A) siempre se heredó 
conjuntamente con la enfermedad, es decir que no se separaron por recombinación. Esto 
indicaría que el locus de la enfermedad y el del marcador están físicamente muy cercanos en 
el cromosoma (están ligados). 
enfermedad. 
Para llevar a cabo un estudio de ligamiento genético y concluir que un 
marcador genético está ligado a una enfermedad se requiere del análisis de 
árboles genealógicos de varias generaciones familiares en los cuales se herede 
la enfermedad en cuestión. Además, puesto que cada individuo posee dos 
cromosomas homólogos, es decir dos copias para un marcador genético 
determinado (dos alelos), es necesario diferenciar sus alelos para determinar 
cual de ellos se hereda a los individuos normales y cual se segrega con la 
enfermedad. Esto implica que se deben utilizar marcadores genéticos 
polimórficos, es decir marcadores que detecten dos o más diferentes alelos en 
la población para un mismo locus. Entre más polimórfico sea un marcador, 
mas fácil será distinguir cual de los dos alelos se hereda con el fenotipo de la 
enfermedad. 
El advenimiento de la tecnología del DNA recombinante hizo posible la 
identificación de cambios en la secuencia nucleotídica (polimorfismos) que se 
presentan normalmente en el DNA. Estos polimorfismos se detectan mediante 
el uso de enzimas de restricción, las cuales realizan cortes endonucleotídicos 
en el DNA a nivel de secuencias muy específicas (sitios de restricción) y 
producen fragmentos de un tamaño determinado. Los citados cambios en la 
secuencia de DNA pueden originar la formación o alteración de sitios de 
restricción, de manera que al cortar el DNA con una enzima de restricción 
determinada se generarán fragmentos de DNA de diferente tamaño al original. 
La inserción o pérdida de varios nucleótidos, sin que se modifique el sitio de 
restricción, también variará el tamaño de los fragmentos resultantes. Estas 
diferencias en el tamaño de los fragmentos de DNA, que se generan con la 
digestión de enzimas de restricción, provenientes de un mismo locus de los dos 
cromosomas homólogos se denominan RFLP (Polimorfismos en la longitud de 
fragmentos de restricción) (38). Este tipo de polimorfismo, RFLP, es el que 
principalmente se utiliza en los estudios de ligamiento genético para 
diferenciar los alelos de un mismo individuo y éstos se identifican utilizando la 
técnica de Southern (39). En este procedimiento se corta el DNA genómico 
con una enzima de restricción, se separan los fragmentos resultantes en un gel 
de agarosa, se transfieren a una membrana de nylon, y el DNA en la 
membrana se hibrida contra una sonda específica del marcador en cuestión. El 
patrón de alelos que se obtienen para cada individuo de un árbol genealógico 
se correlaciona con la presencia de la enfermedad para determinar si existe 
una cosegregación (ligamiento) entre el marcador y la enfermedad. Este grado 
de correlación o de ligamiento genético se calcula estadísticamente y se 
expresa como Z ("lod score"). Por convención, se considera que existe un 
ligamiento significativo entre el marcador y la enfermedad, cuando la Z a 
cualquier fracción de recombinación es mayor de 3 (40,41). 
B. Estudios de ligamiento genético en el CMT1. Con los estudios de 
ligamiento genético en las familias afectadas con el tipo de CMT autosómico 
dominante (CMT1) se ha determinado que existe una heterogenidad genética. 
En 1980, Bird y cois, analizaron dos familias con CMT1 y encontraron que 
existía un ligamiento entre ellas y el locus Duffy que se localiza en la región 
cromosómica ql2-q21 del cromosoma 1 (42,43). Guiloff y cois, confirmaron 
este mismo ligamiento (44), y posteriormente Stebbins y Conneally (45) 
también llegaron a la misma conclusión, pero utilizando un árbol genealógico 
de ascendencia Indú. Además el gen Fe gammaRÜ, que también se localiza en 
la misma región que el locus Duffy, se encontró ligado al CMT1 (46). Sin 
embargo, la heterogenidad genética se estableció al determinar que la mayor 
parte de las familias con CMT1 no están ligadas al locus Duffy (47,48,49,50). 
De acuerdo a lo descrito por Bird y cois. (48), el tipo de CMT1 ligado al locus 
Duffy se denomina CMT1B, mientras que el tipo de CMT1 que no está ligado 
a este locus se denominó CMT1A. Este último es la forma autosómica 
dominante más frecuente de CMT1 y está ligada al cromosoma 17. 
Vanee y cois. (51) fueron los primeros en demostrar que la enfermedad 
de CMT1A está ligada a dos marcadores genéticos localizados en la región 
proximal del brazo corto del cromosoma 17 (17p): D17S58 (EW301) y 
D17S71 (pA10-41). Posteriormente, en forma independiente varios grupos 
confirmaron que estos marcadores están efectivamente ligados a la enfermedad 
del CMT1A (32,52,53,54,55,56). Sin embargo, aún y cuando la Z es de 3 para 
estos marcadores, el grado de ligamiento no es muy grande y ocurren 
recombinaciones entre estos marcadores y la enfermedad de CMT1A. Debido 
a esto, se ha seguido con el aislamiento de nuevos marcadores genéticos de esta 
región del cromosoma 17 y se les ha evaluado su grado de ligamiento. En los 
trabajos realizados por Patel y cois. (32,55) se aislaron de la región 
cromosómica 17pl 1.2 los marcadores genéticos D17S258 (1516), D17S445 
(S6.1-HB2) y D17S29 (YNM67-R5), los cuales se demostró que también están 
ligados al CMT1A con una Z de 3. 
C. Resumen de la búsqueda del locus de la enfermedad de CMT1A. 
De acuerdo con los resultados de ligamiento genético efectuados por los 
diferentes grupos se concluye lo siguiente: aún no se ha identificado un 
marcador genético estrechamente ligado al locus del CMT1A. En nuestro 
laboratorio llevamos a cabo un estudio con el propósito de determinar con 
mayor precisión la localización de todos los marcadores que habían mostrado 
ligamiento al CMT1A. Para esto se utilizaron híbridos de células somáticas 
que retenían el cromosoma 17 completo o con deleciones y se determinó que 
los marcadores genéticos que muestran ligamiento con el locus de la 
enfermedad de CMT1A, se localizan en la región cromosómica 17pll.2-pl2 
(57,58). Tomando esto en cuenta se concluye lo siguiente: el locus de la 
enfermedad del CMT1A se localiza dentro de la región cromosómica 17pll.2-
pl2. Cabe señalar que esta región comprende aproximadamente 10 millones de 
pb. 
VI. Planteamiento del proyecto. 
A. Limitación de los estudios de ligamiento utilizando RFLP. Para 
localizar el gen de una enfermedad mediante un estudio de ligamiento 
genético, se trata de responder la misma pregunta para diferentes regiones 
cromosómicas: ¿existe una correlación positiva entre la herencia de una región 
cromosómica específica y la enfermedad?. Si es así, el gen se localiza en 
aquella región cromosómica ligada a la enfermedad. Sin embargo, para 
determinar que el ligamiento resultante no es casual, es necesario analizar 
varios árboles genealógicos. Además cabe recordar que es necesario distinguir 
cual de las dos copias de dicha región cromosómica del progenitor son 
heredadas a sus descendientes. Por lo tanto, el marcador genético de una 
región cromosómica determinada debe ser polimórfico. Hasta la fecha, el 
polimorfismo de los marcadores utilizados para localizar el locus del CMT1A 
se han basado en RFLP. Puesto que con este tipo de polimorfismo se detectan 
generalmente sólo dos alelos diferentes en la población, la información que 
proporcionan es limitada. Esta limitación se ejemplifica en la Figura 2 en 
donde se representan familias que segregan una enfermedad autosómica 
dominante como lo es el CMT1A, con genotipos que comúnmente se observan 
en los estudios de ligamiento al utilizar RFLP. Si al progenitor afectado no se 
le distinguen los dos alelos (Figura 2A) o si ambos padres presentan el mismo 
genotipo (Figura 2B), no será posible determinar cual de los dos alelos se 
segrega con la enfermedad y por ende si ha ocurrido algún evento de 
recombinación. Cabe recordar que los eventos de recombinación son los que 
determinan la distancia entre el marcador y el locus de la enfermedad. Por el 
contrario, en una situación hipotética en la cual se utilice un marcador muy 
polimórfico, de manera que todos los alelos de los padres sean diferentes, se 
podrá determinar con exactitud cual alelo se segrega con la enfermedad 
(Figura 2: C y D) y por ende detectar eventos de recombinación (Figura 2D). 
Por lo tanto la falta de un mayor polimorfismo de los marcadores al utilizar 
RFLPs, aunado con el hecho de que no siempre se cuenta con árboles 
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Figura 2. Falta de información de los RFLPs en los estudios de Ligamiento Genético. 
Esta Figura representa el caso de una enfermedad autosómica dominante, como Lo es la 
enfermedad de CMTLA. Las letras corresponden a genotipos hipotéticos para un marcador 
genético, y los símbolos en negro indican los individuos afectados con la enfermedad. 
En el ejemplo I, en el descendiente afectado con genotipo BB no es posible determinar 
si el alelo rauta nte (el cromosoma con la mutación) se heredó del padre o de la madre y por lo 
tanto no se puede obtener una información real de ligamiento. 
En el ejemplo II, ocurre lo mismo con el descendiente afectado con genotipo AA, sin 
embargo podemos deducir que la enfermedad se segrega con el alelo A de la madre. En el 
descendiente afectado AB tampoco es posible determinar cual alelo está recibiendo de cada, 
padre puesto que tienen los mismos genotipos. En cuanto al descendiente no afectado AB, 
podría ser el resultado de una recorabinación, en donde el alelo A lo está heredando del padre, 
pero debido a que la madre también posee un alelo A, no es posible identificarlo como un 
evento de recombinación. 
Los ejemplos m y IV corresponden respectivamente a los mismos ejemplos I y II con la 
diferencia de que en estos casos el marcador hipotético es más informativo (poliraórfico). Si 
analizamos los genotipos de los descendientes en el ejemplo ni, podemos deducir que la 
enfermedad se está segregando con el alelo A del padre. En el ejemplo IV y de acuerdo con 
los genotipos de los dos descendientes afectados, la enfermedad se segrega con el alelo D de 
la madre, sin embargo, el individuo no afectado BD también heredó el alelo D y puesto que 
no está enfermo significa que ocurrió un evento de recombinación. Es decir que durante la 
meiosis para generar los gametos de su padre, el locus del alelo D y el locus de la 
enfermedad, originalmente presentes en el mismo cromosoma, fueron separados por 
recombinación uno en cada miembro del par de cromosomas homólogos. Entre raayur 
número de eventos de recombinación se observen, será mayor la distancia entre el locus de la 
enfermedad y el locus del marcador que se está analizando. 
En resumen, entre mayor sea el polimorfismo del marcador, será posible determinar con 
mayor precisión la segregación de los alelos del marcador con respecto a la enfermedad y con 
ello el resultado del estudio de ligamiento será más confiable. 
genealógicos de vanas generaciones, hacen que el análisis estadístico del 
ligamiento genético sea menas preciso y origine resultados de ligamiento muy 
diferentes, aún para el mismo marcador genético. Por ejemplo, la Z obtenida 
por diferentes grupos de investigación entre el locus del CMT1A y los 
marcadores genéticos EW301 y A10-41 fluctúa respectivamente entre 2.37 a 
10.67 y 0.89 a 5.26 (25). Resultados discrepantes se observan también para los 
diferentes marcadores genéticos que se han analizado hasta la fecha. 
B, Una estrategia alternativa. El propósito del presente trabajo fué el de 
resolver esta limitación al incrementar el potencial informativo (mayor grado 
de polimorfismo) de cada marcador ligado al CMT1A, mediante el uso de 
polimorfismos que se presentan en las secuencias repetidas en tándem tales 
como aquellas formadas por un dinucleótido de guanina y ti mi na. Estas 
secuencias se designan en este trabajo como secuencias (GT)n. 
Secuencias repetidas del dinucleótido guanina v timina (SRDGT) Las SRDGT 
son un tipo de secuencia de DNA que se repite en tándem, cuya fórmula es 
(dC-dA)n.(dG-dT)n y se designan como secuencias (CA)n o (GT)n. Las 
SRDGT son muy abundantes y se ha calculado que existen dispersas en el 
genoma humano de 50,000 a 100,000 secuencias (GT)n, en donde n= = 10-60. 
Si se considera una distribución uniforme de estas secuencias, la posibilidad de 
encontrar secuencias (GT)n es de una por cada 30-60 kb (59-62). 
Una característica notable de las secuencias repetidas en tándem (SRT) 
es que varía su tamaño, para un mismo locus entre los diferentes individuos, 
debido a un cambio en el número de repeticiones dentro de la SRT, (63,64). 
Es decir que el polimorfismo de las SRT es en cuanto a su longitud, y se 
pueden reconocer en la población múltiples alelos para un mismo locus. Esto 
se ha demostrado para diferentes SRT, como por ejemplo en el DNA satélite 
de primates (65,66), en los genes humanos para la visión del color (67), en la 
SRT de los genes que codifican para antígcnos del parásito de la malaria (68), 
y en los minisatélites (63,64). Este mismo fenómeno de polimorfismo ocurre 
en las secuencias (GT)n ya que son también un tipo de SRT (69-72). 
El grado de polimorfismo de las secuencias (GT)n es muy superior al de 
los RFLP, ya que mientras que los RFLP distinguen normalmente dos alelos 
en la población, con las secuencias (GT)n se pueden distinguir hasta 16 alelos. 
Los marcadores genéticos que basan su polimorfismo en estas secuencias 
(GT)n se designan como marcadores (GT)n, y sus correspondientes alelos se 
denominan alelos (GT)n. Su polimorfismo se determina al amplificar por PCR 
una región de 150 pb que contenga la secuencia (GT)n y el tamaño de sus 
alelos (GT)n se visualizan en geles de poliacrilamida (69-72). 
El hecho de que los marcadores (GT)n son muy polimórficos, aunado a 
su amplia distribución en el genoma humano, los hacen ideales para los 
estudios de ligamiento genético, e incluso representan una herramienta nueva 
muy valiosa en la resolución del mapa genético del genoma humano. 
HIPOTESIS 
Las secuencias (GT)n son más polimórficas que los RFLP. En un 
estudio de ligamiento genético, entre mayor sea el grado de polimorfismo del 
marcador utilizado, el resultado del estudio será más preciso. Por lo tanto, los 
marcadores (GT)n determinarán con mayor precisión que los RFLP la 
localización del locus del CMT1A. 
OBJETIVO 
Localizar por ligamiento genético el locus para la enfermedad del 
CMT1A utilizando marcadores (GT)n. 
La estrategia que se siguió para cumplir con nuestro objetivo general 
estuvo integrada por los siguientes objetivos experimentales: 
I. Identificar marcadores genéticos de la región 17pll.2-12 que 
poseen una repetición (GT)n. 
De acuerdo con los antecedentes, el locus del CMT1A se encuentra 
dentro de la región cromosómica 17pl 1.2-12. A todos los marcadores 
genéticos disponibles de la región 17pl 1.2-12 se les determinó por hibridación 
en gota si contenían una secuencia (GT)n. Puesta que se encuentra una 
secuencia (GT)n aproximadamente cada 50 Kb, inicialmente se aislaron 
cósmidos para algunos marcadores cuyo tamaño era menor de 10 kb. Estos 
cósmidos portan fragmentos de DNA humano de aproximadamente 40 kb. 
II. Obtener marcadores (GT)n. 
De los marcadores positivos para una secuencia (GT)n se subclonó y 
caracterizó un fragmento de DNA que contuviera la secuencia (GT)n, y el cual 
se designó como un marcador (GT)n. 
III. Determinar el genotipo de los individuos que conforman los 
árboles genealógicos segregando CMT1A. 
A cada uno de los individuos de los árboles genealógicos de la Figura 3, 
se les determinó el genotipo, es decir el tamaño de sus alelos (GT)n, para cada 
uno de los marcadores (GT)n identificados en el punto Q. 
IV. Calcular el grado de ligamiento genético de cada marcador 
(GT )n. 
El cálculo del grado de ligamiento entre el CMT1A y los marcadores 
(GT)n se planteó determinarse mediante el programa de computación 
denominado LINKAGE (61). 
MATERIAL Y METODOS. 
I. Origen de los materiales y reactivos. 
Las enzimas de restricción y modificación de ácidos nucleicos se obtuvieron 
de diversas casas comerciales: Bethesda Research Laboratories (Bethesda, 
MD), Boehringer Mannheim Corporation (Indianapolis, IN), New England 
Biolabs (Beverly, MA), y Pharmacia (Piscataway, NJ), y se utilizaron de 
acuerdo con las condiciones especificadas por el proveedor. 
Los reactivos empleados en la elaboración de amortiguadores, soluciones 
diversas y medios de cultivo se obtuvieron de distintas casas comerciales: 
Aldrich (Milwaukee, WI), BIO 101 (La Jolla, CA), Bio-Rad (Richmond, CA), 
GIB CO BRL (Grand Island, NY), Mallinckrodt Specialty Chemicals Co. (St. 
Louis, MO), New England Nuclear (Boston, MA), Pharmacia (Piscataway, 
NJ), Sigma Chemical Company (St. Louis, MO) y United States Biochemical 
Corporation (Cleveland Ohio). 
II. Familias y su evaluación clínica. 
Se analizaron 194 individuos pertenecientes a siete árboles genealógicos 
en los cuales se segrega la enfermedad de CMT1 A. En ellos se puede observar 
la transmisión hombre a hombre, y de generación en generación, 
característico de una enfermedad autosómica dominante (Figura 3). Seis de 
estas familias, HOU1 (32), HOU2, HOU42 (55), HOU85, HOU88, y HOU89 
son de ascendencia Acadio-Francés, mientras que la familia HOU76 es de 
ascendencia Judía Ashkenazic. Todos los individuos se sometieron a una 
meticulosa evaluación clínica y electrofisiológica. Puesto que la disminución 
en la YCN es un signo con penetrancia completa, inclusive para individuos 
asintomáticos con CMTIA, se utilizó este parámetro para diagnosticar 
correctamente la enfermedad. Por tal motivo, a cada uno de los individuos se 
le determinó la VCN bilateralmente de los nervios mediano y cubital. Una 
VCN menor de 40 m/seg es diagnóstica de CMTIA, 
De cada individuo se obtuvo sangre periférica y se utilizó para aislar 
DNA genómico de alto peso molecular (73). Además, a cada uno de los 
individuos se le comprobó el origen paterno y materno utilizando el marcador 
molecular muy polimórfico denominado YNH24 (locus D2S44) (64,74). 
H0U1 
* 
a } <o 
É-i-O O-
6 » T - O « 
n n 
"C 
G B-rO O O r « 0 « • É • • D I I O a (T) « 
1Í4 
» <m) u a i« u w n n un iu 
r n r n tr w ii UMU K r o <wi y » tst i» 
H0U2 
0-r-a 
iòà èÙDré [1M bst 






A OriíTCcl V 111*215 114 Jl 
W U9 
ÓrO 6 è-rO f 6 OrVS^ fiTl Ó3S& tilSaVpS^ o 
tTB 
> 
m ni li» m à a 
Bl 244 299 1x4 
f T ò lu u> fi5&< 




Figura 3A. Arboles genealógicos segregando la enfermedad de CMT1A. 
Todos son de origen Acadio-Francés. Los números debajo de cada símbolo corresponden a la 
identificación del laboratorio para cada individuo. Note la transmisión de la enfermedad 
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Figura 3B.- Arboles genealógicos segregando la enfermedad de CMT1A. 
Todos son de origen Acadio-Francés, excepto HOU72 el cual es de descendencia Judfa. Los 
números debajo de cada símbolo corresponden a la identificación del laboratorio pura cada 
individuo. Note la transmisión de la enfeimedad hombre a hombre y sin saltar generaciones, 
característico de una herencia autosómica dominante. 
III. Marcadores genéticos. 
Los marcadores genéticos que se utilizaron en este trabajo se describen 
en la Tabla 1. Para cada uno de ellos se purificó DNA a gran escala por el 
método de lisis alcalina, seguido por una purificación en gradientes de cloruro 
de cesio, de acuerdo al procedimiento descrito por Maniatis y cois. (75). 
IV. Aislamiento de cósmidos. 
Dos de las secuencias (GT)n descritas en este trabajo (pRM7-GT y OS1-
pGT) se identificaron en los cósmidos cH3 y c015F4, los cuales corresponden 
respectivamente a los marcadores FG1 y al gen de la subunidad p del receptor 
muscular de la acetilcolina. Para la obtención de estos cósmidos se utilizó una 
librería de cósmidos, específica del cromosoma humano 17, construida en el 
laboratorio National Lawrence Livermore (Livermore, California). El 
tamizaje de la librería se realizó según se describe brevemente a continuación. 
A. Preparación de las membranas. Aproximadamente 10,000 bacterias 
portando cósmidos se crecieron durante aproximadamente 12 h en membranas 
de nylon (Gcnescreen Plus) colocadas sobre cajas de cultivo conteniendo 
medio Luria-Bertani suplementado con ampicilina a 50 ilg/ml. 
Posteriormente, para amplificar los cósmidos, las membranas se transfirieron 
a cajas de cultivo conteniendo el mismo medio, pero suplementado con 
cloranfenicol a 200 pg/ml. Las colonias bacterianas se lisaron directamente 
sobre la membrana con una solución de SDS al 5% y SSC 2X durante 5 min. 
Enseguida las membranas se pusieron en un horno de microondas de 700 W 
durante 5 min en el nivel máximo de poder, se secaron al aire y se hornearon 
al vacío durante 2 h a 800C. Finalmente las membranas se lavaron dos veces 
en una solución conteniendo Tris 50 mM pH 8, NaCl 1M, EDTA 1 mM y SDS 
al 0,1%, a 50°C durante 15 min cada lavado. 
B. Hibridación de las membranas. El procedimiento de hibridación y 
lavado de las membranas que a continuación se describe, es el mismo que se 
utilizó en todas las hibridaciones referidas en este trabajo. Las membranas se 
prehibridaron e hibridaron a una temperatura de 650C en una solución 
compuesta de NaCl 1M, SDS 1%, sulfato de dextran al 10% y DNA sonicado 
de placenta humana a una concentración de 0.25 mg/ml. El tiempo de la 
prehibridación fué de 2 h al término del cual se adicionó la sonda radiactiva 
previamente desnaturalizada por calor y se dejó hibridar durante 16 h. El 
lavado de las membranas consistió en lo siguiente: un lavado inicial de 5 min 
Tabla 1. Marcadores utilizados en este estudio para la identificación de 
repeticiones (GT)n. 
MARCADOR LOCUS UBICACION RFLP ALELOS REFERENCIAS 
EW30I D17S58 17cen-pll.2 Taql 4.5/3.1 kb Barker et al., 1987 
Bgin 10.0/8.0 kb 
cl516 D17S258 1 7 p I l J HindXU 22kb/12+10kb Patel et al., 1989 
pl516-R4 D17S258 17pll .2 Mspl 3.3/2.4 kb Franco et al., 1990 
p A1041 D17S71 17pll .2 Mspl 2.4/1.9 kb Nakamura et al., 19Í 
PvuU 3.2/3.0 kb 
S6.1-HB2 D17S445 17pll .2 Mspl 1.0/1.1 kb Patel et al., 1990 
SsíI 12.2/7.1 kb 
Mspl 1.2/1.6kb 
FG-1 D17S446 17pll .2 Apal 12.0/7.5 kb Guzzetta et al., 1991 
YNM67-R5 D17S29 I7p l l .2 Taql 3.4/2.2+1.3 kb Ray et al., 1990 
Bgai 8.1/6.7 kb 
EW401 D17S61 17pll .2-pl2 Mspl 5.2/4.4 kb Wrightet al., 1990 
EW402 D17S62 17pll .2-pl2 Mspl 8.0/7.0 kb Wríght et al., 1990 
EW403 D17S63 17pll .2-pl2 Mspl 13.5/6.8 kb Wright et al., 1990 
EW404 D17S64 17pll .2-pl2 Mspl 5.6/5.0 kb Wrightet al., 1990 
EW40S D17S121 17plt .2-pl2 Mspl 2.1/1.4 kb Wrightet al., 1990 
VAW409R1 D17S122 17pll .2-pl2 Mspl 5.3/2,7+2.6 kb Wright et al., 1990 
VAW409R3 D17S122 17pll .2-pl2 Mspl 2.8/2.7/1.9 kb Wright et al., 1990 
VAW410R1 D17S123 17pll .2-pl2 Bgia 2.0/2.1 kb Wrightet al., 1990 
Taql 10/9.4 kb 
VAW411R2 D17S124 17pll .2-pl2 Mspl 10.5/6.1 kb Wrightet al., 1990 
Bglll 11.0/10.7 kb 
VAW412R3 D17S125 17pll .2-pl2 Mspl 10.5/5.4 kb Wrightet al., 1990 
EWS02 DI 7566 17pll .2-pl2 Taql 2.2/1.4 kb Wrightet al., 1990 
EW503 D17S67 17pll .2-pl2 Bgia 6.9/5.7 kb Wright et al., 1990 
cl517 D17S259 I7pl l .2 -p l2 Patel et al., 1990 
C1541 D17S260 17pl3 Patel et al., 1990 
a temperatura ambiente en una solución de SSC 2X y 0.1% de SDS; enseguida 
un lavado de 20 min a 65<>C en una solución de SSC2X y SDS al 0.1%, y 
finalmente un lavado de 10-20 min a 650C en una solución de SSC 0.1X y SDS 
al 0.1%. Las membranas se colocaron con un film sensible a la radiactividad 
(Kodak XAR-5) durante al menosl2 horas a una temperatura de -700C. 
V. Obtención de marcadores genéticos (GT)n. 
A. Identificación de secuencias (GT)n. Para identificar este tipo de 
secuencias se analizaron por hibridación de DNA en gota (76) todos los 
marcadores genéticos disponibles en el laboratorio que habían mostrado cierto 
grado de ligamiento con la enfermedad de CMTIA (Tabla 1). 
B. Preparación de la sonda. Se utilizó como sonda un copolímero sintético 
de doble cadena del dinucleótido guanina y timina denominado poly(dC-
dA).poly(dG-dT) (Pharmacia). 100 ng de este copolímero se marcaron 
radiactivamente con [alfa-32P]dCTP (New England Nuclear) utilizando el 
estuche de mareaje por translación de la muesca o "Nick Translation" 
(Amersham). 
C. Hibridación de DNA en gota (76). Para esta hibridación se utilizó el 
dispositivo Vacusystem (BioRad) y se manejó de acuerdo a las instrucciones 
especificadas por el proveedor. Básicamente consistió en lo siguiente. Se 
colocó una membrana de nylon (Genescreen Plus) del tamaño apropiado en el 
Vacusystem y en cada uno de sus pozos se depositó 1 |ig de DNA disuelto en 
100 de agua. El DNA fué previamente desnaturalizado por ebullición 
durante 5 min y enfilado inmediatamente en hielo durante 5 min. Se aplicó 
vacío para succionar la solución y adherir el DNA a la membrana de nylon, 
enseguida se depositó 400 \l\ de NaOH 0.4 N en cada uno de los pozos y se 
aplicó nuevamente vacío. La membrana se separó del Vacusystem, se lavó con 
SSC 2X y se dejó secar al aire entre dos hojas de papel Whatman 3 MM, La 
membrana se prehibridó e hibridó de la manera anteriormente descrita, con 
las diferencias de que el tiempo de la hibridación fué de 5 h y la membrana se 
lavó únicamente a temperatura ambiente en una solución conteniendo SSC 2X 
y SDS al 0.1%. Finalmente la membrana se colocó con una película de Rayos 
X sensible a la radiactividad, a -70°C durante 2 a 12 h. En este tipo de 
experimentos se utilizó como control positivo un fragmento de DNA de 150 
pb que contenía una secuencia (GT)n. 
D. Subclonación y caracterización de las secuencias (GT)n. Como se 
mencionó en los antecedentes, el polimorfismo de las regiones (GT)n se 
determina por la técnica de PCR, y por lo tanto es importante conocer la 
secuencia nucleotídica de la región que flanquea la secuencia (GT)n para 
sintetizar los oligonucleótidos necesarios en la reacción de PCR. Por esto, una 
vez identificados los marcadores genéticos que contienen una secuencia (GT)n, 
es necesario subclonar un fragmento de DNA que contenga la secuencia 
repetida y que sea del tamaño adecuado para su secuenciación. La estrategia 
que se siguió para este propósito fué la de cortar los marcadores positivos para 
secuencias (GT)n con enzimas de restricción cuyo sitio de reconocimiento era 
de cuatro y cinco nucleótidos. Los fragmentos de DNA que resultaron de la 
digestión se separaron en un gel de agarosa al 1.5% y mediante una 
hibridación tipo Southern (55) se determinó cual de las enzimas producía un 
fragmento de DNA, portando la secuencia (GT)n, del tamaño adecuado para 
secuenceo. A diferencia del procedimiento de hibridación en gota seca, en el 
Southern, el DNA se separó inicialmente en un gel de agarosa y 
posteriormente se transfirió por capilarídad a la membrana de nylon. Una vez 
identificada la enzima de restricción que produjo el fragmento de interés, se 
cortó nuevamente el marcador para purificar dicho fragmento de un gel 
preparativo de agarosa utilizando el estuche de Geneclean (BIO 101). 
Finalmente este fragmento de DNA se subclonó en el plásmido pTZ19R 
mediante una reacción de ligación. La reacción de ligación se efectuó en un 
volumen final de 15 fil conteniendo: 300 ng del vector pTZ19R, 200 ng del 
fragmento portando la secuencia (GT)n, 1.5 p.1 de amortiguador One Phor-
All Plus (Pharmacia), 1 mM de dATP y 1 U de DNA ligasa del bacteriófago 
T4. Esta mezcla se incubó a 160C durante al menos 1 h, y el producto de la 
ligación se utilizó para transformar Escherichia coli DH5 alfa Ca++ 
competentes. Las clonas recombinantes se analizaron con enzimas de 
restricción para corroborar que contuvieran el inserto del tamaño 
correspondiente y se les determinó la secuencia nucleotídica mediante el 
procedimiento de terminación de cadena (77,78) utilizando el estuche de 
"Sequenase Kit" (United States Biochemicals) en combinación con 35S-a-
dATP (Amhersam). 
VI. Determinación de genotipos (GT)n. 
Para determinar el polimorfismo en el locus de las secuencias (GT)n, 
de los diferentes individuos y obtener sus correspondientes genotipos (GT)n, 
se analizó el DNA genómico mediante un procedimiento previamente descrito 
en la literatura (70). 
A. Aislamiento de DNA genómico de alto peso molecular. De cada 
individuo que formó parte de los diferentes árboles genealógicos se obtuvo 
DNA genómico de alto peso molecular a partir de sangre periférica de 
acuerdo al procedimiento descrito por Miller y cois. (73). De 15 a 25 mi de 
sangre se centrifugaron a 2500 rpm por 15 min en un tubo cónico de 50 mi, se 
descartó el plasma y se adicionó al tubo una solución conteniendo Sacarosa 
0.32 M, Tris pH 7.5 10 mM, MgCl2 5 mM y 1 % de Tritón X-100 hasta 
completar 50 mi, se mezcló por inversión y se incubó en hielo por 30 min. Se 
centrifugó nuevamente, se descartaron « 42 mi, la pastilla celular se 
resuspendió después de aforar nuevamente a 50 mi con la misma solución y se 
colocó nuevamente en hielo por 20 min. Se volvió a centrifugar y el 
precipitado se resuspendió en 3 mi de una solución conteniendo Tris pH 7.5 10 
mM, NaCI 400 mM y EDTA 2 mM, y se le adicionó 0.1 mi de SDS al 20% y 
0.5 mi de una solución de proteinasa K a 2 mg/ml. Se incubó por 12 h a 370C 
y la proteinasa se eliminó con un tratamiento de fenol. Finalmente, el DNA se 
precipitó con 2 volúmenes de etanol y un décimo de acetato de sodio 3 M, se 
recuperó con una pipeta pasteur y se resuspendió en TE (Tris 10 mM pH 7.5 
y EDTA I mM). 
B. Mareaje de oligonucleótidos. Uno de los dos oligonucleótidos 
utilizados en la reacción de PCR, se marcó radiactivamente en su extremo 5' 
utilizando la enzima polinucleótido cinasa. El mareaje se realizó en un 
volumen final de 15 fil conteniendo: 1.2 |iM de oligonúcleotido, 100 ^iCi de 
[7-32P]ATP con una actividad de 6000 Ci/mmol, amortiguador One Phor-All 
Plus (Pharmacia) diluido a una concentración final de IX, y 10U de la enzima. 
La mezcla se incubó a una temperatura de 37 OC por 30 minutos, y la enzima 
se inactivó a 65°C por 10 minutos. 
C. Reacción de PCR. La reacción de PCR se realizó utilizando condiciones 
estandar (79) en un volumen final de 25 p.1 que contenía: 300 ng de DNA 
genómico, cada uno de los dos oligonucleótidos que flanquean la secuencia 
(GT)n a una concentración de 1 jxM, 0.2 n.1 de uno de estos dos 
oligonucleótidos marcado radiactivamente, 250 pM de cada uno de los 4 
desoxinucleótidos (dATP, dCTP, dGTP y dTTP), 2,5 \Ú de buffer de PCR 
(KC1 a 500 mM, Tris-HCl 120 mM pH 8.0, MgC12 a 1.5 mM, y gelatina al 
0.01%), y 0.63 U de la enzima DNA polimerasa "Ampli-Taq" (Cetus). Las 
condiciones de la reacción de PCR fueron una desnaturalización inicial de 5 
min a 940C; seguida por 30 ciclos de amplificación, consistiendo cada ciclo de 
1 min de desnaturalización a 940C, 1 min a 550C y 2 min de polimerización a 
720C; y una extensión final de 7 min a 720C. 1.5 ]ú del producto de la 
reacción de PCR se mezcló con 2 (xl de formamida (Stop solution, United 
States Biochemical Corporation) y se analizó en un gel de poliacrilamida al 
6% del tipo que se usa para secuenciación de DNA. La electroforesis se 
desarrolló durante 3.5 hrs a 40 W. Los geles se secaron y se colocaron con un 
film Kodak XAR-5 durante 2-12 horas a una temperatura de -70°C. Para 
determinar el tamaño de los alelos (GT)n de los diferentes individuos, estos 
alelos se compararon en el gel de sequenceo con el producto del PCR del 
respectivo plásmido recombinante que contenía la secuencia (GT)n. Puesto que 
se obtuvo la secuencia nucleotídica de estos plásmidos, se conocía el tamaño 
exacto del producto de PCR de cada marcador (GT)n. 
D. Interpretación de los resultados. Los genotipos (GT)n, es decir los 
alelos (GT)n para cada individuo se designaron de acuerdo a su tamaño en 
pares de bases: A= 165, B=163, C=161, D=159, E=157, F=155 y G=153, A 
los individuos que se les observó únicamente un alelo se registraron como 
poseedores de dos copias de ese alelo. Los genotipos para cada individua se 
leyeron sin conocer el estado de su enfermedad , y se confirmaron por otros 
dos investigadores. En este tipo de polimorfismos de secuencias repetidas se 
observan invariablemente bandas de menor tamaño y menos intensas que la 
banda principal de los alelos; sin embargo, es posible leer los genotipos sin 
ambigüedad (72). 
VIL Obtención de genotipos utilizando RFLP. 
A. Análisis tipo Southern. En este análisis se utilizó el DNA genómico de 
alto peso molecular purificado anteriormente. Muestras de DNA de los 
diferentes individuos (5.5 |Ag), se digirieron con la enzima de restricción MspI 
de acuerdo a las condiciones especificadas por la compañía, utilizando 3-4 
U/|J.g de DNA. Los DNAs digeridos se separaron por electroforesis en geles 
de agarosa al 1% en buffer TAE (Tris-HCl 40mM, pH 8.5, acetato de sodio 40 
mM, y EDTA 2 mM) durante aproximadamente 16 h con un voltaje constante 
de 35 volts y se transfirieron a una membrana de Nylon (Genescreen Plus). 
La transferencia e hibridación del DNA se realizaron de acuerdo al 
procedimiento ya descrito anteriormente(55). En este caso, después de la 
hibridación las membranas se lavaron con una solución de SSC 2X y SDS al 
0.1% a temperatura ambiente durante 5 min, enseguida con SSC2X y SDS al 
0.1% a 650C durante 30 min y finalmente con SSC 0.1X y SDS al 0.1% a 
65^C durante 10-20 min. Las membranas se colocaron con un film sensible a 
la radiactividad. 
B. Mareaje radiactivo de las sondas. El mareaje se realizó con 100 ng de 
DNA de las sondas ya sea en solución o en agarosa de bajo punto de fusión 
previamente fundida, mediante el procedimiento de Feinberg and Vogelstein 
(80) utilizando 32p-a-dCTP (New England Nuclear). Cada una de las sondas 
radiactivas se precipitó agregando espermina a 10 mM, para eliminar los 
nucleótidos libres (81). 
C. Preasociación de las sondas. Debido a la relativa abundancia de 
secuencias repetidas en el genoma humano (por ejemplo la secuencia Alu), es 
muy alta la probabilidad de que el DNA utilizado como sonda contenga una de 
ellas. Si este es el caso, la sonda hibridará con un gran número de fragmentos 
de DNA y como resultado de la hibridación se observará una señal radiactiva a 
lo largo del carril. Para evitar ésto, antes de que se utilizaran en la 
hibridación, las sondas radiactivas se mezclaron en una solución de hibridación 
que contenía DNA sonicado de placenta humana a una concentración final de 
0.25 mg/ml. Esta mezcla se calentó a 95°C durante 5 min y la preasociación se 
realizó a 65 °C durante dos horas. Durante este tiempo las secuencias repetidas 
de la sonda hibridarán con las secuencias repetidas del DNA sonicado de 
placenta humana, y de esta manera nó hibridarán con el DNA adherido a la 
membrana de nylon. 
D. Cuantificación de las bandas de hibridación. La cuantificación de 
las bandas de hibridación, correspondientes a los alelos MspI en las 
autorradiografias de los Southern se determinó al comparar por inspección 
visual y por densitometría (LKB Ultrascan) la señal de hibridación entre las 
dos bandas de los alelos polimórficos MspI de individuos heterocigotos. 
VIII.Separación de los alelos polimórficos MspI del marcador 
VAW409R1. 
La separación y purificación de los alelos se realizó según el método 
descrito por Bedford y van Helden (82). El DNA genómico (5 ^ig) 
correspondiente a los individuos de una familia del árbol genealógico HOU42 
se digirió con la enzima de restricción MspI y los fragmentos de DNA 
resultantes de la digestión se separaron por electroforesis en un gel de agarosa 
al 1 % en buffer TAE. Para permitir una buena separación de los fragmentos 
de DNA, la electroforesis se realizó a 20V, durante aproximadamente 20 
horas. Del gel se cortaron por separado los fragmentos de 3 y 6 Kb, 
correspondientes al tamaño de los alelos polimórficos MspI del marcador 
pVAW409Rl, y se purificaron de la agarosa utilizando el estuche de 
Geneclean (BIOIOI). A cada uno de estos DNA se le determinó por PCR el 
número de alelos (GT)n utilizando los oligonucleótidos del marcador pRMll -
GT. 
IX. Construcción y análisis de híbridos de células somáticas. 
Se utilizaron híbridos de células somáticas para separar los cromosomas 
homólogos, paterno y materno, número 17, de los individuos 42-331, 42-332 
y 42-333. Los híbridos se construyeron de acuerdo a lo descrito por Zoghbi y 
cois. (83), usando como célula paterna la línea celular de Hámster Chino a23, 
deficiente en timidina kinasa (84). Brevemente, se crecieron en dos cajas de 
cultivo de lOOmm 107 células a23, durante 16 a 24 horas y posteriormente se 
lavaron con medio Eagle modificado por Dulbecco (MEMD). 107 linfoblastos 
de cada individuo se resuspendieron en 10 mi de solución salina de Hanks 
(GIBCO), adicionada con 250 ¿il de una solución de fitohemaglutinina (Sigma) 
a 1 mg/ml. A cada una de ambas cajas de cultivo que contenían las células 
a23, se les adicionó 5 mis de la suspensión de linfoblastos, y se incubaron a 
370C durante 15 min. Posteriormente se aspiró la solución y se vertieron 
sobre cada caja 2 mi de una solución de polietilenglicol 1500 al 50% 
(Boehringer Mannheim Biochemicals). Transcurrido 1 min se aspiró la 
solución del polietilenglicol, se lavaron las células tres veces con MEMD y se 
incubaron en el mismo medio a 370C durante 30 min. Nuevamente se aspiró el 
medio, y se depositó en cada caja 10 mi de medio MEMD suplementado con 
10% de suero fetal de ternera (SFT), y se incubaron nuevamente durante 12 
horas. Los híbridos formados se seleccionaron en medio MEMD conteniendo 
10% de SFT, 0.1 mM de hipoxantina, 0.001 mM de aminopterina, y 0.01 01M 
de timidina. Transcurridos de 12 a 14 días se aislaron los híbridos resultantes 
y se transfirieron a cajas de microtitulación de 24 pozos. 
Para determinar cual de los dos cromosomas homólogos 17 se retuvo en 
los híbridos, se utilizó el marcador genético (GT)n OS1-PGT (este marcador 
se localiza fuera de la región duplicada y forma parte de un intrón del gen 
para la subunidad beta del receptor muscular de la acetilcolina). Las células 
que crecieron en cada uno de los pozos, se colectaron y se Usaron por 
ebullición en 30 ni de buffer de PCR. Cada uno de los Usados se sometió a una 
reacción de PCR utilizando los oligonucleótidos que flanquean la secuencia 
(GT)n del marcador OSl-pGT . La reacción de PCR se realizó de la manera 
anteriormente descrita utilizando ya sea 3 fil de cada lisado celular o 100 ng de 
DNA genómico de los pacientes seleccionados. Finalmente, para determinar 
que cromosoma 17 se retuvo, se compararon los alelos (GT)n de los 
linfoblastos del paciente contra el alelo presente en cada híbrido. 
RESULTADOS. 
Con el objetivo de deñnir con mayor precisión el locus para la 
enfermedad de CMT1A, se inició la identificación de secuencias (GT)n en 
diferentes marcadores genéticos ligados al CMT1A (Tabla 1). 
I. Detección de secuencias (GT)n en los marcadores ligados al 
CMT1A. 
Inicialmente llevamos a cabo un experimenta piloto para determinar la 
factibilidad de identificar secuencias (GT)n con el procedimiento de 
hibridación en gota. El resultado se muestra en la Figura 4, donde se observa 
una señal de hibridación fuerte en los testigos positivos y prácticamente nula 
con los negativos. Estos resultados nos indicaron que el procedimiento 
funcionó adecuadamente, por lo que procedimos a determinar cuales de los 
marcadores citados en la Tabla 1 contenían una secuencia (GT)n. De esta tabla, 
los marcadores genéticos S6.1-HB2 y FG1, corresponden a dos nuevos 
marcadores de la región cromosómica 17pl 1.2 que se identificaron y clonaron 
en nuestro laboratorio (57,58). 
De todos los marcadores citados en la Tabla 1, únicamente 5 resultaron 
positivos para la presencia de una secuencia (GT)n: cH3, cl517, cl541, cl516 
y VAW409R1. En la misma Figura 4, se muestra únicamente el resultado de 
la hibridación en gota para los marcadores cH3 y cl517. 
El siguiente paso fué el identificar y subclonar de estos marcadores un 
fragmento del tamaño apropiado para secuenciación y que contuviera la 
secuencia (GT)n. La estrategia que seguimos fué el de cortar estos cinco 
marcadores con diferentes enzimas de restricción y mediante el procedimiento 
de Southern identificar los fragmentos de interés que contuvieran una 
secuencia (GT)n. Cabe señalar que los marcadores cH3, cl517, cl541 y cl516 
corresponden a cósmidos con un inserto de DNA humano de aproximadamente 
40 kb, mientras que el marcador VAW409R1 corresponde al plásmido pUC18 
con un inserto de DNA humano de 11 kb. 
En la Figura 5 se muestra el patrón electroforético de los fragmentos 
de restricción del cósmido cH3 analizados en un gel de agarosa al 1.5%. Este 
mismo gel se utilizó en el análisis tipo Southern para identificar cual 
fragmento de restricción contenía la secuencia (GT)n (Figura 6). Como se 
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Figura 4. Identificación de marcadores genéticos que contienen una secuencia 
(GT)n por hibridación en gota. 
Autorradiografía de una hibridación utilizando como sonda radiactiva un copolímero bicatenario 
sintético del dinucleótido guanina y timina. Las señales en los tres carriles A, B, y C de la línea 
indicada (+), corresponden al testigo positivo del experimento, el cual consistió de un 
fragmento de DNA de 150 pb (20 ng) que contenía una secuencia repetida del dinucleótido 
guanina y timina. En los carriles de la línea indicada (-) se encuentran los testigos negativos del 
experimento, los cuales corresponden a 1 jig de los siguientes plásmidos: A) pTZ19R, B) 
pUC18 y C) pBR322. En la tercer línea se colocaron 1 ng de los siguientes marcadores 
genéticos: A) cH3.B)cl517 y C)cl516. 
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Figura 5. Patrón de restricción del marcador genético cII3. 
Fotografía de los fragmentos de restricción del marcador cH3. Cada carril representa la 
digestión de 1 pg de DNA del marcador cH3 con las diferentes enzimas de restricción indicadas 
en la parte superior de la figura, y se analizaron en un gel de agarosa al 1.5%. El gel se tifió 
con bromuro de elidió y se visualizó por iluminación con luz ultravioleta. El gran número de 
bandas es debido a que este marcador corresponde a un cósmido con un fragmento de DNA 
humano de aproximadamente 40 kb. Este mismo gel se utilizó en el procedimiento tipo 
Southern para identificar por hibridación molecular cual fragmento de restricción contenía la 
s e c u e n c i a (GT)n (Figura 6). El * indica que las digestiones contenían además la enzima 
EcoRI. 
observa en la Figura 6 prácticamente en todos los carriles se puede distinguir 
una banda principal con respecto a la señal de hibridación. Las otras señales de 
hibridación, de diferente intensidad deben corresponder también a secuencias 
(GT)n, pero con un número menor de secuencias del dinucleótído guanina 
y timina. Puesto que se ha determinado que entre mayor sea el número de 
veces que se repite la secuencia en tándem es mayor el polimorfismo, se 
tomaron en cuenta únicamente los fragmentos de DNA que mostraron la 
mayor intensidad en la señal de hibridación. El fragmento de menor tamaño 
que contiene la secuencia (GT)u del cósmido cH3 se observa en los carriles 2 y 
9, los cuales corresponden a una digestión con las enzimas de restricción Avall 
y Taql respectivamente. De acuerdo con el patrón de digestión enzimática 
mostrado en la Figura 5, se observa que el cósmido cH3 fué fraccionado 
mayormente con la enzima Avall que con Taql. Tomando esto en 
consideración, es muy probable que en el área del gel de agarosa a nivel de la 
señal de hibridación exista un número mayor de fragmentos diferentes de 
DNA en el carril correspondiente a la enzima Aval!, que en el carril 
correspondiente a la enzima Taql. Por esta razón decidimos subclonar del 
cósmido cH3 el fragmento Taql positivo para una secuencia (GT)n. Este 
fragmento se sometió a una reacción con el fragmento klenow de la DNA 
polimerasa I, para convertir sus extremos de cadena sencilla en extremos 
romos, y se subclonó en el sitio romo Hincll de pTZ19R. De acuerdo con los 
marcadores de peso molecular utilizados, este fragmento Taql correspondió a 
un tamaño de 900 pb. 
En las Figuras 7 y 8 se muestran los resultados del Southern para la 
identificación de secuencias (GT)n correspondientes respectivamente a los 
marcadores cl517 y cl541. En estos casos no se muestra el patrón 
electroforético de la restricción de cada uno de ellos, sin embargo al igual que 
para el marcador cH3 se siguieron los mismos criterios para la selección del 
fragmento a subclonar que contuviera la secuencia (GT)n. 
De acuerdo con el patrón de restricción y el resultado del Southern 
para el marcador cl517, mostrado en la Figura 7, se seleccionó el fragmento 
Pstl de 450 pb presente en el sexto carril, y se subclonó en el mismo sitio del 
vector pTZ19R. Para el caso del marcador el541, Figura 8, se seleccionó el 
fragmentos^/*/ de 550 pb presente en el octavo carril, y se subclonó en el sitio 
correspondiente de pTZ19R. 
En el caso del marcador VAW409R1, inicialmente se identificó la 
secuencia (GT)n en un fragmento Pstl de 2000 pb (Figura 10). Sin 
embargo, debido a que era un fragmento muy grande para secuenciar, este 
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Figura 6. Detección de s e c u e n c i a s (GT)n por hibridación tipo Southern en 
fragmentos de restricción del marcador genético cH3. 
Autorradiografía de una hibridación tipo Southern utilizando como sonda radiactiva un 
copolímero sintético del dinucleótido guanina y timina. Para este experimento se utilizó el gel 
mostrado en la figura 5. En la parte superior de la figura se indican las diferentes enzimas de 
restricción utilizadas. El * indica que las digestiones contenían además la enzima EcoRI. De 
este marcador se escogió para subclonar en pTZ19R el fragmento correspondiente a la señal de 













Figura 7. Detección de s e c u e n c i a s (GT)n por hibridación tipo Southern en 
fragmentos de restricción del marcador genético cl517. 
Este es un experimento similar al descrito en la figura 6, excepto que corresponde al marcador 
cl517. El * indica que las digestiones contenían además la enzima EcoRJ. De este marcador se 
escogió para subclonar en pTZ19R el fragmento correspondiente a la señal de hibridación del 
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Figura 8. Detección de s e c u e n c i a s (GT)n por hibridación tipo Southern en 
fragmentos de restricción del marcador genético cl541. 
Este es un experimento similar al descrito en la figura 6, excepto que corresponde al marcador 
c 1541.E1 * indica que las digestiones contenían además la enzima EcoRI. D¡e este marcador se 
escogió para subclonar en pTZ19R el fragmento correspondiente a la señal de hibridación del 
carril Sphlt con un tamaño de «500 pb. 
fragmento se digirió con las enzimas de restricción AluI, HaelII y Rsal, y los 
fragmentos resultantes de la digestión se purificaron de un gel de agarosa al 
1.5%. Estos fragmentos se sometieron a una Hibridación de DNA en 
gota para determinar cual de ellos contenía el fragmento más apropiado para 
la secuenciación. De acuerdo con el resultado (datos no mostrados) se 
seleccionó un fragmento HaelII de 250 pb y se subclouó en el sitio Hincll del 
vector pTZ19R. 
Cada uno de los plásmidos recombinantes que se obtuvieron de la 
clonación de las secuencias (GT)n de los diferentes marcadores, se analizaron 
por la técnica de hibridación en gota para demostrar que realmente contenían 
una secuencia (GT)n. Esto se realizó debido a que podría haber contaminación 
con otros fragmentos que por ser del mismo tamaño comigrarían con el 
fragmento que contenía la secuencia (GT)n, Un resultado representativo de 
este procedimiento, correspondiente al marcador cH3, se muestra en la Figura 
10. En esta hibridación se utilizaron 13 clonas que por análisis con enzimas de 
restricción se había determinado que contenían un fragmento del tamaño 
esperado, sin embargo tal y como se observa en la figura, no todas las clonas 
dan una señal positiva para la presencia de una secuencia (GT)n. 
Una vez que se identificaron cuales plásmidos recombinantes contenían 
una secuencia (GT)n se procedió a determinar su secuencia nucleotídica. Cada 
una de estos plásmidos portando un fragmento de DNA con una secuencia 
(GT)n, corresponden a los marcadores (GT)n de este estudio. El nombre con 
el cual se designaron estos marcadores son: pRM7-GT (cH3), cl517-GT 
(cl517), C1541-GT (cl541) y pRMll-GT (VAW409R1). 
II. Caracterización de los marcadores (GT)n. 
Con el propósito de caracterizar la secuencia repetida de los marcadores 
(GT)n y sintetizar oligonucleótidos que flanquean esta región, para la 
obtención de los genotipos (GT)n, se determinó la secuencia nucleotídica de 
estos marcadores por el método de Sanger (77). El tipo de la secuencia 
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Figura 9. Detección de secuencias (GT)n por hibridación tipo Southern en 
fragmentos de restricción del marcador genético VAW409R1. 
Este es un experimento similar al descrito en la figura 6, excepto que corresponde al marcador 
VAW409R1. Del fragmento PstI de -2000 pb positivo para una s e c u e n c i a (GT)n, se 
identificó y subclonó en pTZ19R un fragmento HaelII de 250 pb que contenía la secuencia 
(GT)n. El carril (+) representa un testigo positivo que corresponde a un fragmento de DNA de 
150 pb con una secuencia (GT)n. 
Note que la secuencia (GT)n del marcador cl541-GT está precedida por 
una secuencia repetida del trinucleótido TGC. Mientras que la secuencia (GT)n 
del marcador pRMll-GT está flanqueada por secuencias repetidas del 
dinucleótido adenina y timina. 
En la Figura 11 se muestra únicamente la secuencia nucleotídica 
completa del marcador pRMll-GT, el cual es el marcador más relevante de 
este estudio. En ella se señalan las secuencias utilizadas para la síntesis de 
oligonucleótidos, así como la región de la secuencia repetida. De esta figura se 
puede deducir que el producto de una reacción de PCR a partir de este 
marcador, utilizando sus respectivos oligonucleótidos, corresponde a un 
tamaño de 159 pb. En base al tamaño de este producto se determinó por 
comparación el tamaño de todos los alelos (GT)n de las personas que se 
analizaron con este marcador. 
Las secuencias nucleotídicas de los marcadores genéticos (GT)n que se 
seleccionaron para la síntesis de oligonucleótidos, en dirección 5 ' -3 \ son las 
siguientes: 
RM7-GT: ATTATTTATTTTGATGTCTGAACAC y CTTGGTGAAACCCTGTCTGTCA 
el 517-GT: CAGGTGCACAGTCACACACTGG y GGCTTAGCTGCTGTTTCATGGC 
C 1 5 4 1 - G T : CTCCCCAACATGCTTTCTCTC y AATGGCTCCAAAAGGAGATATTG 
RM11-GT: CAGAACCACAAAATGTCTTGCATTC y GGCCAGACAGACCAGGCTCTGC 
La funcionalidad de estos oligonucleótidos se determinó mediante la 
reacción de PCR utilizando como templados sus respectivos marcadores y 
DNA genómico humano. En el presente trabajo se describe el uso de los 
marcadores pKMll-GT y OSl-pGT; y en los artículos que se anexan de 
Greenberg y cois. (57) y Guzzetta y cois. (85) se describe el de los otros tres 
marcadores (GT)n. 
GGCCAGACAG ACCAGGCTGT GCTCTACTTA AATAATCTTT ATGTATATAT ATATCCACAC 6 0 
CCGGTCTGTC TGGTCCGAGA CGAGATGAAT TTATTAGAAA TACATATATA TATACGTGTG 
ACAGACACAC ACACACACAC JKCACACACAT ATATATATAT ATATAAATAA ACTGTGGTAG 1 2 0 
TGTGTGTGTG TGTGTGTGTC TGTGTGTQTA TATATATATA TATATTTATT TGACACCTAC 
CTTTATTTGT ATTTGAATGC AAGACATTTT GTGGTTCTGT AATTCCAAAA AAAAGAAGAA 1 8 0 
GAAATAAACA TAAACTTACfl TTCTGTAAAA C.ACC.AAG AC. A TTAAGGTTTT TTTTCTTCTT 
AGAAAGAGAA AGAGTGACTT CAGCAGAACA GCTCTCTGCA ATCAGCCAAG AACAAGGAAA 2 4 0 
TCTTTCTCTT TCTCACTGAA GTCGTCTTGT CGAGAGACGT TAGTCGGTTC TTGTTCCTTT 
CTGGGAGTGA AATAGGGCCT 
GACCCTCACT TTATCCCGGA 
Figura 11. Secuencia nucleotídica del marcador pRMl l -GT. 
En esta figura se muestra la secuencia de nucleótidos en cadena doble del marcador pRM 11-
GT. Esta secuencia nucleotídica se obtuvo de la aulorradiografía del gel de secuenciamiento 
para este marcador mostrado en la figura 14. Se subrayan las secuencias de nucleótidos 
utilizadas para la síntesis de oligonuclcótidos, mientras que la región repetida se delimita por 
los paréntesis. 
III. Evidencia inicial de una duplicación del locus D17S122 en 
pacientes con CMT1A. 
Con cada uno de estos marcadores se analizó inicialmente en todos los 
individuos del árbol genealógico HOU89 (éste se escogió por que es el árbol 
con un número mayor de generaciones). Para nuestra sorpresa, al analizar los 
genotipos (GT)n que se obtuvieron con el marcador pRMll-GT, se 
observaron tres alelos (GT)n únicamente en tres individuos afectados con 
CMT1A. Además los tres individuos eran hermanos. En la Figura 12 se 
presentan los genotipos (GT)n de la familia del árbol genealógico HOU89 a la 
que pertenecen los pacientes con tres alelos (GT)n. Como se observa en la 
figura los individuos 89-342 y 89-343 muestran tres alelos (GT)n los cuales 
son similares a los alelos (GT)n de sus padres (89-341 y 89-373). Este 
resultado indicó que podría existir una duplicación de la secuencia de DNA del 
marcador pRMll-GT (marcador del locus D17S122), en los individuos 
afectados con CMT1 A. Sin embargo, puesto que ésto se observó únicamente en 
tres de los trece individuos afectados con CMT1A del árbol genealógico 
HOU89, también cabía la posibilidad de que fuera un artefacto técnico. 
Como se mencionó en resultados anteriores, el marcador pRMll-GT 
fué subclonado del marcador VAW409R1 el cual pertenece al locus D17S122. 
Puesto que el marcador VAW409R3 pertenece también al mismo locus se 
pensó que posiblemente la duplicación podría ser observada utilizando el 
polimorfismo tipo RFLP que se ha descrito para este marcador VAW409R3 
con la enzima Mspl. Ya que a los individuos de los árboles genealógicos 
presentes en la Figura 3 se les había analizado dicho polimorfismo con el 
marcador VAW409R3, nos enfocamos a analizar las autoradiografías de los 
Southern para determinar si los individuos afectados tenían un alelo extra para 
este marcador. En la siguiente sección se describen los hallazgos de este 
análisis. 
IV. Confirmación de la duplicación del locus D17SI22 por RFLP 
usando el marcador VAW409R3. 
La probable duplicación del locus D17S122 que se observó en tres 
pacientes del árbol genealógico HOU89, dio pauta al análisis de los alelos 
RFLP de este locus. Por análisis tipo Southern se detectan en el locus D17S122 
hasta tres diferentes alelos Mspl en la población humana (y hasta dos alelos 
por individuo) utilizando el marcador VAW409R3; y únicamente dos 
diferentes alelos con el marcador VAW409R1 (56,86). Teniendo en cuenta 
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Figure 12. Observación inicial de tres alelos (GT)n en pacientes con CMT1A 
del árbol genealógico HOU89. 
Alelos (GT)n para el marcador pRMl 1-GT en una familia del árbol genealógico HOU89. Se 
utilizan símbolos estandard y los individuos afectados se representan en negro. Las bandas de 
menor tamaño y menos intensas que las bandas principales de los alelos, son invariablemente 
observadas en los polimorfismos de secuencias repetidas; sin embargo es posible leer los 
genotipos sin ambigüedad (72). Note que en los pacientes 89-342 y 89-343 se observan tres 
bandas principales: tres alelos (GT)n (73). 
que en individuos afectados con CMT1A hay tres copias del locus D17S122 y 
que el marcador VAW409R3 pertenece al mismo locus, cabe esperar que un 
individuo con CMT1A contenga tres alelos Mspl para este marcador. Si el 
individuo con CMT1A es homocigoto para los alelos Mspl, únicamente se 
observará una banda (alelo) de hibridación, la cual debe contener los tres 
alelos Mspl; si el individuo con CMT1A es heterocigoto, se deben observar 
dos bandas de hibridación, una de las cuales debe contener dos de los tres 
posibles alelos Mspl, y por lo tanto al tener el doble de DNA, su señal de 
hibridación radiactiva debe ser el doble con respecto a la señal de la otra 
banda; y si en el individuo con CMT1A los tres alelos Mspl son diferentes se 
espera observar tres bandas, cada una con una señal de hibridación 
equivalente. Por otro lado, en individuos no afectados heterocigotos para este 
marcador (VAW409R3), puesto que únicamente deben contener dos alelos, se 
espera observar dos bandas con una señal de hibridación equivalente. 
Para demostrar nuestra hipótesis, se cuantificó la dosis de los alelos 
Mspl del marcador VAW409R3. Para esto se utilizaron las autoradiografías 
de los análisis tipo Southern que se habían realizado a los individuos de los 
siete árboles genealógicos presentes en la Figura 3. Los resultados de estas 
observaciones indican que efectivamente existe un incremento de la dosis de 
los alelos Mspl para el marcador VAW409R3 en los individuos afectados con 
CMT1A. Además estas diferencias mostraron que se heredaban en forma 
mendeliana. Un ejemplo representativo de estas diferencias en la dosis de los 
alelos Mspl se observa en la figura 3A del artículo anexo descrito por Lupski 
y cois. (73). Como se observa en esta familia, la señal de hibridación entre los 
dos alelos de un mismo individuo heterocigoto no afectado es equivalente (85-
326 y 85-312) y por lo tanto les corresponde el genotipo AB. Por el contrario 
en los individuos heterocigotos afectados con CMT1A, aparentemente con el 
genotipo AB, la señal de hibridación entre sus dos alelos no es equivalente, y 
una de las bandas se observa con el doble de señal de hibridación con respecto 
a la otra (85-302, 85-303 y 85-304), por lo tanto, los genotipos reales para 
estos individuos afectados, 85-302, 85-303 y 85-304, deben ser 
respectivamente AAB, ABB y ABB. Si se analizan los genotipos de esta 
familia se deduce que el "cromosoma CMT1A" porta los alelos A y B, y que 
ambos se segregan en una forma Mendeliana con respecto a la enfermedad. 
Resultados similares se obtuvieron en todas las familias de los siete árboles 
genealógicos. 
En la misma Figura (73) se observa también el resultado de una 
comparación por Southern utilizando el marcador VAW409R3, entre 
individuos heterocigotos afectados con CMT1A (panel C) y no afectados 
(panel D). Nuevamente, se puede notar la presencia de un alelo extra al 
comparar la proporción de la señal de hibridación entre las bandas alélicas de 
un mismo individuo con CMT1A. Como se observa en el panel C, los 
individuos en los carriles 4-6 denen el doble de señal para el alelo B, y por 
ende su genotipo es ABB, en tanto que los individuos en los carriles 7 y 8 
muestran el doble de señal para el alelo A y por lo tanto su genotipo es AAB. 
La evidencia más concluyeme de la presencia de tres alelos por RFLP, en 
pacientes con CMT1A, se observa en los individuos de los carriles 1 al 3 del 
panel C, los cuales tienen tres alelos polimórficos diferentes y además 
equivalentes en su señal de hibridación, y por ende les corresponde el 
genotipo ABC (este tercer alelo C, es raro en la población y únicamente 
se detectó en 3 de 131 pacientes con CMT1 A). 
Para corroborar que los individuos con CMT1A presentan un alelo 
extra, se cuantíficó de acuerdo con la metodología, la señal en las bandas de 
hibridación de 76 individuos afectados heterocigotos para el marcador 
VAW4Ü9R3. Los resultados de este análisis indicaron que todos estos 
individuos afectados tenían cuantitativamente tres copias del locus D17S122. 
Por el contrario, en ninguno de 63 individuos no afectados heterocigotos para 
este marcador, se observó una diferencia cuantitativa en la dosis de sus alelos. 
Estos resultados demuestran que el genotipo con dos copias alélicas en una de 
las dos bandas de hibridación de los individuos heterocigotos fué específico 
para pacientes con CMT1A, y por lo tanto confirman que existe una 
duplicación del locus D17S122 en individuos afectados con CMT1 A. 
V. Demostración de la duplicación del locus D17S122 mediante 
el uso de marcadores (GT)n. 
Con el marcador pRMll -GT se analizó el resto de los árboles 
genealógicos presentados en la Figura 3: cinco de ascendencia Acadio-Francés 
(HOU1, HOU2, HOU42, HOU85 y HOU89) y uno de ascendencia Judío 
Ashkenazic (HOU76) (73). En la Figura 13 se muestran los alelos 
correspondientes a cuatro familias de los árboles genealógicos HOU85, 
HOUl, HOU88 y HOU76. Como se observa en la figura, trece de quince 
individuos afectados con CMT1A tienen tres alelos (GT)n (por ejemplo, 
individuos 88-340 y 76-352), mientras que todos los individuos no afectados 
son ya sea homocigotos o heterocigotos para el marcador RM11-GT. Esto 
indica que existe una asociación entre la presencia de tres alelos detectados 
aquí por la secuencia (GT)n y la enfermedad de CMT1A. Los dos individuos 
afectados que no se les observa tres alelos (GT)n (88-339, 88-380) se debe a 
Figura 13. Detección de tres alelos (GT)ri en pacientes con CMT1A utilizando 
el marcador RM11-GT. 
Los genotipos (GT)n se obtuvieron por PCR como se describió en MATERIALES y 
MF.TODOS , y se indican debajo da cada individuo. La línea diagonal en el genotipo se utilizó 
para separar en cada familia, el par de alelos que segrega con el CMT1A. Las bandas de menor 
tamaño y menos intensas que las bandas principales de los alelos, son invariablemente 
observadas en los polimorfismos de secuencias repetidas (72); sin embargo, no evitan el leer 
los genotipos sin ambigüedad. A y B son muestras de familias en donde todos los individuos 
afectados presentan tres alelos. C representa una familia en donde se puede observar a dos 
individuos afectados con únicamente dos alelos (88-339 y 88-380), debido a que los padres 
comparten alelos del mismo tamaño. D representa, una familia de origen Judío Ashkenazic, 
donde también se observa la herencia de tres alelos en pacientes con CMT1A. A diferencia de 
las otras tres familias que son de origen Acadio-Francés (73). 
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Figura 13. Detección de tres alelos (GT)n en pacientes con CMT1A utilizando 
el marcador p R M l l - G T . 
que heredaron de sus padres dos alelos del mismo tamaño (alelo E) los cuales 
migran en la misma posición y se observan como un solo alelo E (Figura 13 
C). Estos resultados indican que pacientes con CMT1A tienen tres copias del 
locus D17S122 lo cual demuestra que existe una duplicación de estelocusen 
pacientes con CMT1A. 
Los resultados de los genotipos (GT)n de todos los individuos de los 
árboles genealógicos se muestran en las Figuras 14 A, B, C, D y E. Del 
análisis de estos resultados se deducen cinco conclusiones importantes, (a) En 
todas las familias existe una perfecta concordancia en la segregación 
Mendeliana de los alelos (GT)n. (b) Unicamente en los individuos afectados 
con CMT1A se observan tres alelos (GT)n, lo cual nunca se observó en 84 
individuos no afectados con la enfermedad (53 descendientes y 31 cónyuges). 
Sin embargo, el número de alelos evidentes en los individuos afectados 
dependió del número de alelos distinguibles en sus padres. Así entonces, 
cuando se distinguen los cuatro cromosomas de los padres (por ejemplo, los 
padres: 1-49, padre no afectado con genotipo FG, y 1-9, madre afectada con 
genotipo ABC) se pueden observar los tres alelos en los individuos afectados 
(1-153 y 1-37 tienen alelos ABG; 1-38 tienen alelos ABF). (c) En cada árbol 
genealógico, se puede identificar un par de alelos que se segrega con la 
enfermedad (alelos A y B en HOU1; alelos A y E en HOU2, HOU42 y 
HOU88; alelos B y E en HOU76; y alelos C y D en HOU85 y HOU89). Esta 
segregación no independiente (ligada) de dos alelos indica que el segmento 
duplicado se encuentra muy cercano a su sitio de origen en el mismo 
cromosoma, es decir que a través de los árboles genealógicos se segrega un 
"cromosoma CMT1 A", el cual basado en los resultados, debe portar dos copias 
del locus D17S122. (d) La transmisión de la duplicación es sumamente 
específica. Si tomamos en cuenta todos las familias donde las meiosis son 
informativas, se observan 45 casos donde el padre afectado transmite la 
duplicación (dos alelos) a los descendientes afectados y 18 casos donde el padre 
afectado transmitió únicamente un alelo a sus descendientes no afectados con 
CMT1A. En estos apareamientos, ninguno de los descendientes no afectados 
recibió el segmento duplicado y ninguno de los descendientes afectados recibió 
un alelo único del padre afectado. Esto es, en 63 meiosis informativas, la 
duplicación se transmitió correctamente a la descendencia afectada y sin 
recombinación con el cromosoma normal. Y finalmente (e), esta mutación de 
duplicación ocurre en dos poblaciones con CMT1A de diferente origen étnico. 
Estos resultados demuestran completamente que existe una duplicación de 
DNA del locus D17S122 asociada con la enfermedad de CMT1A (73), 
Figuras 14 A, B, C, D y E. Genotipos (GT)n del locus D17S122 de los 
á rbo les genealógicos segregando la en fe rmedad au tosómíca dominante 
CMT1A. 
Los árboles genealógicos H0U1, HOU2 , HOU42, HOU85, HOU88, y HOU89, son de 
origen Acadio-Francés, mientras que el HOU76 es de origen Judío Ashkenazic. Se utilizan 
símbolos estandar; con los individuos afectados representados en negro. Los números 
corresponden a la identificación del laboratorio, y el genotipo (GT)n de cada individuo se 
indica debajo de su respectivo símbolo. Los genotipos (GT)n se obtuvieron por PCR como 
descrito en los métodos, y se les designó de acuerdo a su tamaño en pares de bases: A= 165, 
B=163, C=161, D=159, E=157, F=155 y G=153. Los individuos donde se observó 
únicamente una banda se registraron como portadores de dos copias de un mismo alelo. Los 
genotipos para cada individuo se leyeron de las autorradiografías sin conocer su estatus con 
respecta a la enfermedad, y se confirmaron independientemente por otros dos investigadores. 
Con excepción de los individuos: 1-45, 1-46, 1-47, 1-72, 1-73 y 1-74, a todos se les 
determinó la VCN. Note que hay una familia en donde ambos padres están afectados con 
CMT1A: 42-331, 42-332 y 42-333. En cada árbol genealógico se puede distinguir un par de 
alelos que se segrega con la enfermedad: A y E en HOU2, HÜU42, y HOU88; A y H en 
HOU1; C y D en HOU85 y HOU89; y con alelos B y E en HOU76 (73). 
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tigura 14 A « Genotipos (GT)n para el marcador pRMll-GT en el árbol genealógico HOU1, 
donde la enfermedad segrega con los aJelos A y B (73). 
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Figura 14 B. Genotipos (GT)n para el marcador pRMll-GT en el árbol genealógico 
donde la enfermedad segrega con los alelos A y B (73). 
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Figura 14 C. Genotipos (GT)n para el marcador pRMll-GT en el árbol genealógico HOU42, 
donde la enfermedad segrega con los alelos A y E, Note que hay una familia en donde ambos 
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Figura 14 D Genotipos (GT)n para el marcador pRMU-GT en los árboles genealógicos 
HOU76 y HOU85, donde la enfermedad segrega con los alelos B y E, y C y D, respectivamente 
(73). 
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Figura 14 E. Genotipos (GT)n para el marcador pRMll-GT en los árbol genealógico HOU88 y 
HOU89, donde la enfermedad segrega con los alelos A y E, y C y D, respectivamente (73). 
Además seguimos otra estrategia combinando los polimorfismos del marcador 
(GT)n pRMl 1-GT y RFLP, para demostrar la presencia de un alelo extra en 
las bandas alélicas con una señal doble de hibridación en individuos 
heterocigotos con CMTIA. 
VI. La duplicación de DNA es una mutación común en pacientes 
con CMT1, 
Con el propósito de determinar si la duplicación de DNA es un 
mecanismo general asociado con la enfermedad de CMTIA, y no específica 
para los árboles genealógicos analizados, se analizó con el marcador pRMll -
GT pacientes con un fenotipo equivalente a CMT1 los cuales tenían diferentes 
orígenes familiares. Varios de estos pacientes mostraron tres alelos (GT)n, y 
en la mayoría de aquellos que mostraron dos alelos (GT)n se pudo observar 
una mayor intensidad en uno de sus dos alelos (resultados no mostrados). Estos 
resultados indican que la duplicación de DNA es una mutación común asociada 
con el CMT1. 
VII. Los alelos RFLP Mspl con una señal doble de hibridación en 
los pacientes con CMTIA tienen dos alelos (GT)n. 
El propósito de este experimento fué demostrar, utilizando el marcador 
pRMl 1-GT, que las bandas alélicas Mspl con una señal doble de hibridación 
efectivamente condenen dos alelos. Como se mencionó, el marcador pRMll -
GT corresponde a un fragmento HaelII de 250 pb que se aisló del marcador 
VAW40R1; esto significa que cada alelo Mspl identificado por el marcador 
VAW409RI debe de contener un alelo (GT)n correspondiente al marcador 
pRMl 1-GT. De acuerdo con ésto, en un individuo con CMTIA heterocigoto 
para el marcador VAW409R1, la banda de su alelo Mspl que muestra una 
señal doble de hibridación debe de contener dos alelos (GT)n, y la banda de su 
alelo Mspl con una señal sencilla debe de contener un alelo (GT)n. 
Tal y como se describió en METODOS, se obtuvieron los fragmentos de 
DNA correspondientes a las bandas de los alelos Mspl de diferentes individuos 
heterocigotos de una familia del árbol genealógica HOU42, detectadas con el 
marcador VAW4Q9R1, y se sometieron a una reacción de PCR para 
determinar el número de alelos (GT)n utilizando el marcador RM11-GT. 
En la Figura 15A se muestra la familia utilizada en este experimento, así 
como sus correspondientes alelos Mspl detectados por Southern con el 
marcador VAW409R1. Como se puede apreciar los individuos afectados (42-
218 y 42-225) tienen el alelo A con una señal doble de hibridación (dos 
copias) con relación al alelo A de los individuos no afectados (42-289 y 42-
219), mientras que el alelo B en los cuatro familiares se observan con una 
señal de hibridación similar (una copia). Al DNA de cada uno de estos alelos 
Mspl, se le determinó por PCR el número de alelos (GT)n utilizando el 
marcador pRMll-GT. 
En la figura 15B se muestra el resultado de la determinación del 
número de alelos (GT)n para cada uno de los alelos Mspl, así como del DNA 
genómico total de cada uno de los individuos. Como se observa en la figura, 
en los carriles 218, 289, 225 y 219 se observan los alelos (GT)n obtenidos al 
utilizar el DNA genómico de estos individuos a los cuales les corresponde 
respectivamente los genotpios ABE, BE, ACE y CE (estos genotipos son 
exactamente igules a los resultados obtenidos previamente y mostrados en la 
Figura 17C). En el segundo y octavo carril se observa que los alelos A de los 
pacientes afectados (42-218 y 42-225) que tenían una señal doble de 
hibridación, tienen dos alelos (GT)n (218-A y 225-A); en tanto que el resto de 
los alelos A y B, con una señal sencilla de hibridación, tienen únicamente un 
alelo (GT)n. Si se comparan los alelos (GT)n que se obtuvieron de las 
diferentes bandas alélicas (carriles A y B) con las presentes en sus respectivos 
DNA genómicos, se puede observar una perfecta concordancia entre ellos. 
Estos resultados demuestran que efectivamente las bandas de los alelos 
Mspl con doble señal de hibridación, característico de los individuos 
heterocigotos afectados con CMTIA, contienen dos alelos (73); y además 
indican que este tipo característico de RFLP es un procedimiento confiable 
para determinar cuales otros marcadores genéticos están duplicados en los 
pacientes con CMTIA. 
VIH. El tamaño de la duplicación es al menos de 100 kb. 
Tomando en cuenta el característico RFLP que se observa en los 
individuos afectados con CMTIA, heterocigotos para un marcador de la 
región duplicada, se analizaron las autorradiografías de los RFLP 
correspondientes a diversos marcadores genéticos de la región 17pll.2-12 
(resultados ya preexistentes en el laboratorio), y se encontró que los 
individuos con CMTIA, heterocigotos para los marcadores VAW412 y 
VA W401, tenían una banda alélica con una señal doble de hibridación (73) 
Figura 15. Demostración de que en alelos polimórficos Mspl del Locus 
D17S122 con doble señal de hibridación, hay dos alelos (GT)n. 
A, análisis tipo Southern utilizando el DNA genómico de una familia del árbol HOU42, 
digerido con la enzima Mspl e hibridado contra un fragmento de restricción Mspl de 5.3 Kb del 
marcador VAW409R1 Qocus D17S122). El genotipo de cada individuo se obtuvo tomando en 
cuenta la dosis de cada alelo. Note que los indiviuos afectados 42-218 y 42-225 tienen dos 
copias del alelo A y una del alelo B. El examen de la herencia de los alelos de este árbol 
genealógico, indicó que la enfermedad se segrega con los alelos A y B. En este polimorfismo el 
alelo A es cortado en dos bandas (alelo B) las cuales son reconocidas por la sonda radiactiva 
B, alelos (GT)n presentes en cada uno de las bandas alélicas de cada individuo del panel A El 
DNA correspondiente a cada una de las bandas alélicas polimórficas Mspl se purificó de un gel 
de agarosa similar al utilizado en el panel A y se le determinó por PCR el número de alelos 
(GT)n. En los carriles 218, 289, 225 y 219 se observan los alelos (GT)n que se obtuvieron 
utilizando directamente su DNA genómico, y en los carriles marcados con A y B, se observan 
los alelos (GT)n correspondientes a cada una de sus dos bandas alélicas polimórficas Mspl. 
Note que el alelo A de los individuos 42-218 y 42-225, el cual está presente con una señal 
doble de hibridación, tiene dos alelos (GT)n, mientras que el resto de los alelos presentes en 
una sola copia presentan un solo alelo (GTJn (73). 
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Figura 15. Demostración de dos alelos (GT)n en alelos polimórfícos Mspl del 
locus D17S122 (73). 
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(datos no mostrados). Es decir que estos marcadores también forman parte 
integral del segmento duplicado en los individuos con CMT1A. Cabe señalar 
que la duplicación detectada por RFLP con estos marcadores se observó 
también en los pacientes con CMT1A de origen judío. Puesto que los 
marcadores VAW409, VAW412 y EW401 están duplicados en pacientes con 
CMT1A, y tomando en cuenta que provienen de clonas de fagos aisladas 
independientemente, que portan un inserto de genoma humano de 
aproximadamente 40 kb y que no muestran traslape entre si, se deduce que el 
tamaño de la duplicación es al menos de 100 kb. Esta deducción dió pauta al 
hecho de utilizar la hibridación in situ. para detectar la duplicación, ya que el 
tamaño de la duplicación se encontraba dentro de los límites de resolución de 
este procedimiento. 
Los experimentos mencionados anteriormente demuestran la presencia 
de ua alelo extra en los pacientes con CMT1A, sin embargo no indican si el 
segmento dupücado se encuentra en el mismo cromosoma. Con el propósito de 
dilucidar esta cuestión se realizó el siguiente experimento. 
IX. Demostración de la herencia de un "cromosoma CMT1A". 
En cada árbol genealógico se puede identificar un par de alelos (GT)n 
que se segrega con la enfermedad (Figuras 14 A-E). Esta segregación ligada 
de dos alelos sugiere que a través de los árboles genealógicos se segrega con la 
enfermedad un "cromosoma CMT1A", es decir un cromosoma con la 
duplicación. Si tomamos como ejemplo el árbol genealógico HOÜ42 (Figura 
14C) podemos deducir que se está segregando un cromosoma CMT1A con los 
alelos A y E. Para demostrar experimentalmente esta hipótesis, decidimos 
separar los cromosomas homólogos 17 del individuo 42-332 en híbridos de 
células somáticas y determinar en cada uno de ellos los alelos (GT)n que 
contienen. Si postulamos que los alelos (GT)n que se segregan con la 
enfermedad en el árbol genealógico HOU42 son A y E, y que el genotipo del 
individuo 42-332 es ABE, esperamos que un cromosoma 17 porte el alelo B y 
que su homólogo, en este caso el "cromosoma CMTIA" porte los alelos A y E. 
Él resultado de este experimento se observa en la Figura 16. 
Tal y como se describió en METODOS, se obtuvieron los híbridos 
celulares, y se utilizó el marcador OSl-^GT para identificar dos híbridos 
celulares que contuvieran por separado cada uno de los dos cromosomas 
homólogos 17, El resultado se muestra en los tres primeros carriles del panel 
B de la Figura 20. En el primer carril (332) se observan los alelos (GT)n que 
se obtuvieron al utilizar e! DNA genómico de este individuo como templado, y 
como se aprecia el individuo es heterocigoto para este marcador ya que tiene 
dos alelos (GT)n, designados arbitrariamente A y B. En otras palabras, el 
individuo 332 posee un cromosoma 17 con el alelo A y su otro cromosoma 17 
porta el alelo B. En los siguientes dos carriles (a y b), se encuentran los 
productos de amplificación que corresponden a dos híbridos celulares que se 
derivaron de este indiviudo. Como se puede observar el híbrido celular del 
carril a retuvo el cromosoma 17 con el alelo A y el híbrido celular del carril 
b retuvo el cromosoma 17 con el alelo B. Esto demuestra que efectivamente se 
logró separar los cromosomas homólogos 17 del individuo 332. 
Una vez que se demostró la separación de los cromosomas homólogos 
17 del individuo 332 en híbridos celulares se procedió a determinar cuales 
alelos (GT)n, para el marcador pRMU-GT, contenían cada uno de ellos. En la 
figura 16A se muestra el resultado de este análisis. En el carril 332 
correspondiente al DNA genómico se observa que este individuo afectado 
posee tres alelos (GT)n: A, B y E (tal y como se había determinado 
anteriormente en la Figura 14C). En los siguientes dos carriles (a y b) se 
encuentra el resultado de los dos híbridos celulares. Como se puede observar 
uno de ellos (carril a) porta el alelo B, mientras que el otro híbrido (carril b) 
porta los alelos A y E. Esto indica que el individuo afectado con CMT1A 
heredó un cromosoma 17 con la duplicación portando los alelos A y E. Este 
resultado está acorde con la segregación ligada de los alelos A y E con la 
enfermedad en el árbol genealógico HOU42, y confirma nuestra hipótesis de la 
segregación de la enfermedad con un cromosoma portando una duplicación 
("cromosoma CMT1 A") en los diferentes árboles genealógicos (73). 
Este mismo experimento se realizó para el árbol genealógico HOU1 
utilizando el individuo afectado 1-14, en donde se pudo demostrar que uno de 
sus dos cromosomas homólogos 17 separados en híbridos celulares portaba los 
alelos (GT)n A y B para el marcador pRMII-GT. Lo cual es congruente con 
la segregación de un "cromosoma CMT1A" con los alelos A y B en los 
individuos afectados de este árbol genealógico (datos no mostrados). 
Los resultados hasta aquí obtenidos, aun y cuando concluyen que existe 
una perfecta correlación entre una duplicación de DNA y la enfermedad de 
CMT1A, no demuestran si la duplicación es responsable de la aparición del 
fenotipo. Con el propósito de obtener una evidencia que indicara una relación 
entre el genotipo y el fenotipo, se determinó si un individuo con un fenotipo 
de CMT1A muy severo era homocigoto para la duplicación de DNA, es decir 
si portaba dos "cromosomas CMT1A". 
Figura 16. Demostración de un individuo homocigoto para el CMT1A, por 
análisis de (GT)n de sus dos cromosomas homólogos separados en híbridos de 
células somáticas. 
A los individuos 42-332 y 42-333, hijos de un matrimonio entre dos personas afectadas con 
CMT, y a su madre afectada (42-331), se les separaron sus cromosomas 17 homólogos en 
híbridos de células somáticas, tal y como se describió en METODOS. Lisados de los híbridos 
seleccionados se sometieron a otra reacción de PCR para determinar el número de alelos (G1)n 
del locus D17S122. En el panel A se muestran los resultados de este análisis, en donde los 
carriles 332,333 y 331 corresponden a los alelos (GT)n presentes en estos individuos, y en los 
carriles con las letras a y b se encuentran los productos de amplificación correspondientes a los 
cromosomas 17 homólogos separados en los híbridos de células somáticas. En el panel B se 
muestran los productos de amplificación del marcador 0S1-|JGT de los individuos 42-332 y 
42-333, y sus correspondientes híbridos, en donde se muestra el éxito en la separación de los 
cromosomas 17 homólogos. La enfermedad segrega con los alelos (GT)n A y E en las familias 
de ambos padres del individuo 42-333, quien como se observa en el panel A, es homocigoto 
para los cromosomas que contienen la duplicación. Los símbolos en la familia reflejan el 
genotipo con respecto a los alelos de la enfermedad. 
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Figura 16. Demostración de un individuo homocigoto para el CMT1A, por 
análisis de (GT)n de sus dos cromosomas homólogos separados en híbridos de 
células somáticas. 
X. Correlación entre fenotipo y genotipo: un individuo 
severamente afectado con CMTIA es homocigoto para la 
duplicación. 
En la literatura se encuentra descrito el caso de un individuo con un 
fenotipo clínico severo de CMT1A, descendiente de un matrimonio entre 
primos hermanos, ambos afectados con CMTIA. El fenotipo de este individuo 
se había propuesto que era el resultado de la expresión homocigota de un gen 
dominante para CMTIA (30). Sin embargo, dado que en aquel entonces se 
desconocían las bases moleculares de la enfermedad no fué posible 
demostrarlo. 
En los árboles genealógicos descritos en este trabajo, se puede observar 
que en una familia del árbol HOU42 (Figura 3A) hay un matrimonio entre dos 
individuos afectados con dos descendientes afectados. Uno de sus dos hijos (42-
333) tiene un fenotipo clínico severo de CMTIA, incluyendo una aparición 
temprana de los síntomas (< 1 año) y una VCN marcadamente reducida (<10 
m/s, vs. 20-40 m/s en individuos afectados y >60 m/s en individuos no 
afectados). Nuevamente surgió la hipótesis de que el individuo 42-333 podría 
ser homocigoto para el CMTIA, y por lo tanto debería presentar una 
duplicación en cada uno de sus cromosomás 17 (o sea, dos copias del locus 
D17S122 por cromosoma). 
Si se analiza la segregación de los alelos (GT)n en el árbol genealógico 
HOU42 (Figura 17C), se observa que en las familias de ambos padres del 
individuo 42-333, los alelos A y E están segregando con la enfermedad de 
CMTIA (esto indica que el genotipo del "cromosoma CMTIA", en ambos 
padres debe ser AE). Ésto está congruente con el genotipo AE de la madre 
(42-331), aunque desafortunadamente como el padre ya había fallecido, no se 
pudo determinar su genotipo. Sin embargo, tomando en cuenta que el genodpo 
de su hija (42-332) es ABE, y que la madre no posee ningún alelo B, se deduce 
que el genotipo del padre debería ser ABE. Por lo tanto, puesto que el 
genotipo del individuo en cuestión (42-333) es AE, se deduce que ha heredado 
dos "cromosomas CMTIA", siendo homocigoto para la duplicación. Cabe 
recalcar que su hermana (42-332), por tener el genotipo ABE, ha heredado 
únicamente un cromosoma con la duplicación y por ello tiene un fenotipo 
menos severo. 
Para confirmar la observación de que el individuo 42-333 posee dos 
cromosomas CMTIA, cada uno con dos alelos (GT)n, A y E, se siguió la 
misma estrategia del experimento anterior de separar sus cromosomas 
homologos 17 en híbridos de células somáticas, y determinar a cada uno de 
ellos los alelos (GT)n que contienen. Además se incluyeron en este 
experimento tanto células de su madre (42-331) como de su hermana (42-
332), que también están afectadas. 
Una vez obtenidos los híbridos celulares se utilizó el marcador OS1-
(3GT para identificar dos híbridos celulares de cada persona que llevasen por 
separado cada uno de los dos cromosomas homologos 17 (Figura 16B). El 
DNA de estos híbridos celulares, se analizó por PCR con el marcador 
polimórfico pRMll-GT, para determinar el número de alelos (GT)n por 
cromosoma. En la Figura 16A se muestra el resultado de este análisis. Como 
se observa, el individuo 42-332 tiene un cromosoma con el alelo B y otro 
cromosoma con los alelos A y E, lo cual es congruente con su genotipo ABE 
(primer carril); el individuo 42-331 tiene un cromosoma con el alelo E y otro 
cromosoma con los alelos A y E, de aquí que su genotipo se observe 
únicamente como AE (séptimo carril); y el individuo 42-333 tiene dos 
cromosomas, cada uno con los dos alelos del mismo tamaño, A y E, por lo que 
su genotipo se observa simplemente como AE (cuarto carril). En resumen, los 
individuos 42-331 y 42-332 son heterocigotos para el cromosoma portando la 
duplicación, mientras que el individuo 42-333 es homocigoto para la 
duplicación, con cada uno de sus dos cromosomas homólogos conteniendo dos 
copias del locus D17S122 (73). Estos resultados apoyan la hipótesis de que la 
duplicación es la responsable del fenotipo clínico de la enfermedad de 
CMT1A, y que el CMT1A es una mutación semidominante ya que la 
homocigosidad para la duplicación resulta en un fenotipo clínico más severo. 
XI . Identificación de un nuevo marcador genético para la 
duplicación de DNA en pacientes con CMT1A. 
Los marcadores genéticos tipo RFLP que detectaron la duplicación 
(VAW409R3, VAW409R1, VAW412 y EW401) corresponden a marcadores 
genéticos que ya habían sido descritos en la literatura. Con la finalidad de 
determinar el arca duplicada en los pacientes con CMT1A se inició el 
aislamiento de YAC (cromosomas artificiales de levadura), los cuales pueden 
portar insertos de DNA hasta de 1000 kb. Utilizando los oligonucleótidos del 
marcador pRMl 1-GT se aisló un YAC, y de uno de los extremos del inserto se 
amplificó por PCR un fragmento de 500 bp. A su vez, utilizando este 
fragmento como sonda se aisló un cósmido el cual fué designado como c08H4. 
Puesto que los fragmentos genómicos de DNA humano se clonaron en el sitio 
EcoRÍ del cósmido, éste se digirió con la enzima EcoRI para separar el 
inserto. La digestión produjo al menos 8 fragmentos de 8.5, 7.5, 6.5, 4.8, 2.5, 
2, 1.8 y 1.3 kb, y varios fragmentos de menor tamaño. Los cinco fragmentos 
de mayor tamaño se purificaron independientemente de un gel de agarosa, y se 
utilizaron para buscar RFLP de las enzimas Bglll, Taql y MspI, mediante 
hibridaciones tipo Southern, en los individuos de los árboles genealógicos 
segregando la enfermedad de CMT1A. El fragmento EcoRI de 7.5kb 
denominado c08H4-R2 detectó un RFLP para la enzima Taql compuesto por 
dos diferentes alelos Taql de 2.2 y 2.1 kb designados como alelos A y B, 
respectivamente. En la Figura 17 se presenta un resultado representativo de 
este experimento y como se observa, los tres individuos afectados con 
CMT1A, heterocigotos para este marcador, muestran el característico RFLP 
de los individuos con CMT1A: un alelo en doble dosis con respecto al otro. De 
estos resultados se deduce que uno de los extremos del YAC contiene DNA 
que se localiza en la región duplicada. De acuerdo con esto se podría utilizar el 
fragmento de 500 pb anteriormente mencionado para aislar un nuevo YAC y 
aplicar la misma estrategia para determinar hasta donde se extiende la región 
duplicada. 
XI I . Diagnóstico molecular del CMT1A con el marcador p R M l l -
GT . 
Tanto el hecho de que existe una perfecta correlación entre la 
enfermedad de CMT1A y la presencia de tres alelos, así como la observación 
de que el individuo homocigoto estaba severamente afectado, indican que en 
los individuos con CMT1A la duplicación del locus D17S122 es la 
característica más definida y asociada con la enfermedad. Por lo tanto, la 
detección de la duplicación se puede considerar como un medio de diagnóstico 
de la enfermedad de CMT1A. Con este propósito, se evaluó el potencial del 
marcador pRMl 1-GT, como una herramienta para el diagnóstico del CMT1 A. 
Para este estudio, a treinta y tres individuos con fenotipo clínicamente de 
CMT1 se les determinó el número de alelos (GT)n utilizando el marcador 
pRMll-GT. Cabe señalar que estos individuos no forman parte de los árboles 
genealógicos descritos anteriormente, ni son familiares entre sí. Los resultados 
se muestran en la Figura 18, y como se observa, 11 de los 33 pacientes tienen 
tres alelos (GT)n. Esto significa que la probabilidad de detectar la duplicación 
con el marcador p R M l l - G T es de un 33%. Cabe señalar que 
aproximadamente la mitad de estos individuos, incluyendo sus padres (no 
mostrados en la Figura 18), se habían analizado previamente para llevar a 
cabo el experimento de la sección VI, 
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Figura 17. Identifícación de un nuevo marcador para la región duplicada de los 
pacientes con CMT1A. 
Análisis tipo Southern del DNA genómico de una familia representativa del árbol genealógico 
HOU85. El DNA se digirió con Taql y se hibridó con la sonda c08H4-R2. Note la diferencia 
característica que existe entre los dos alelos de individuos con CMT1A (símbolos negros) 
versus individuos no afectados. 
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Figura 18. Diagnóstico molecular del CMT1A utilizando el marcador p R M l l -
GT. 
En este estudio se analizaron treinta y tres individuos que no tenían nexos familiares entre sí y 
que se diagnosticaron clínicamente como afectados con CMT1. A cada uno de ellos se le 
determinó por PCR el número de alelos (GT)n utilizando los oligonucleótidos para el marcador 
pRMl 1-GT. Con asteriscos se indican aquellos individuos que mostraron tres alelos (GT)n, y 
que por lo tanto son diagnosticados genéticamente como CMT1 A. 
DISCUSION 
En el presente trabajo se demostró que la enfermedad de CMT1A se 
asocia con una duplicación de DNA. Esta duplicación se detectó con un total de 
tres marcadores polimórficos del locus D17S122 (VAW409R3, VAW409R1, y 
RM11-GT). Con cada uno de ellos se observó una perfecta correlación entre el 
genotipo de la duplicación y el fenotipo de la enfermedad CMT1A. Análisis 
por RFLP usando los marcadores VAW412R3 (D17S125) y VAW401 
(D17S61) (86), indican que estos también están duplicados en pacientes con 
CMT1A. 
No existen precedentes para el hallazgo de una mutación por duplicación 
de DNA asociada con una enfermedad hereditaria autosómica dominante en 
múltiples familias. Varias líneas de evidencia sugieren que la duplicación es 
responsable del fenotipo de CMT1A. Primero, la mutación de duplicación se 
observó únicamente en pacientes con CMT1A. Segundo, la duplicación se 
demostró en pacientes con CMT1A de diferente origen, Acadio-Francés y 
Judío Ashkenazic. Tercero, un individuo severamente afectado, descendiente 
de un matrimonio entre dos individuos afectados, es homocigoto para la 
duplicación (73). 
Se desconoce el mecanismo por el cual la duplicación da como resultado 
el fenotipo de CMT1A. Algunos mecanismos posibles son: primero, una 
sobreexpresión de algun(os) gen(es) en la región duplicada; segundo, si la 
duplicación se origina en la parte interna de un gen puede inhibir la expresión 
del mismo o expresar un producto génico alterado con un efecto dominante 
deletereo; tercero, la duplicación puede cambiar la posición física de un gen y 
ocasionar que se altere la regulación de su expresión. 
Un posible gen candidato del CMT1A era el gen para la subunidad p del 
receptor muscular de la acetilcolina, localizado en la región 17pll.2-pl2 (87). 
Este gen juega un papel muy importante en la transducción de la señal a nivel 
de la unión neuromuscular (88). Nos propusimos determinar si este gen se 
encontraba en la región duplicada. Puesto que la demostración más 
concluyente de la presencia de una duplicación fué mediante el uso de un 
marcador genético (GT)n (pRMll-GT), se decidió obtener un marcador 
similar para este gen. Para lo cual utilizando como sonda radiactiva el DNA 
complementario al RNA mensajero de este gen se aisló un cósmido y de éste se 
clonó una repetición (GT)n, De acuerdo con la secuencia nucleotídica se 
determinó que esta secuencia repetida estaba incluida en el primer intrón del 
gen. Afortunadamente este marcador (OS1-PGT) resultó más polimórfico que 
el pRMll -GT (se detectaron hasta 14 diferentes alelos en únicamente 17 
individuos), sin embargo al analizar los individuos de los árboles genealógicos 
no se detectó la presencia de tres alelos característico de un marcador en la 
región duplicada asociada con el CMT1A. Claro que este experimento no 
descarta La posibilidad de que la duplicación se origine en otra parte del gen. 
Por otro lado, una evidencia que excluye este gen como un posible candidato, 
es que de acuerdo con nuestros resultados acerca de la posición de este gen, 
demostramos que no se localiza en la región 17pll .2-pl2 como se había 
descrito (87); su ubicación real es en la banda 17pl3 (58), la cual está 
considerablemente muy alejada de la región involucrada en la duplicación. La 
importancia de este experimento, además de eliminar este gen como un posible 
candidato, es que se identificó dentro de el un marcador genético (GT)n 
sumamente polimórfico, el cual se puede utilizar en estudios moleculares o 
estudios de ligamiento genético de este gen con respecto a otras enfermedades 
donde se sospeche que sea el gen responsable (58). 
Se desconoce también el mecanismo de origen de la mutación que 
conduce a la duplicación. Se han descrito mutaciones de novo, como 
deleciones y duplicaciones, en la región proximal del brazo corto del 
cromosoma 17 (89-91). Es posible que los mismos mecanismos de 
recombinación que originan una deleción de un cromosoma pueden ocasionar 
una duplicación en su cromosoma homólogo. Estudios recientes acerca de 
duplicaciones en Escherichia coli y humanos, han demostrado que las 
duplicaciones ocurren en regiones que contienen secuencias repetidas, por 
ejemplo las secuencias REP en bacterias (92) y las secuencias Alu en el 
humano (93,94). Otro ejemplo de duplicación cromosómica ocurre en el locus 
Bar de Drosophila melanogaster (95). Esta mutación es semidominante y 
frecuentemente se asocia con una duplicación en tándem de las bandas 
cromosómicas 16A1-A7 (96). Análisis moleculares recientes sugieren que 
existe un elemento transposón (B104) en la unión de la duplicación, por lo que 
se propuso que este transposón está involucrado en la producción de la 
duplicación. Basados en el análisis de la secuencia de DNA del elemento B104 
que se encuentra en las uniones de la duplicación, se propuso como modelo 
que la duplicación se genera por un evento de recombinación entre dos 
elementos B104, localizados uno en la banda 16 Al y el otro en 16 A7 (97). 
Un análisis detallado de la región duplicada en pacientes con CMT1A de 
diferente origen étnico, especialmente a nivel de las uniones, podría dilucidar 
el mecanismo responsable de la generación de esta duplicación (73). 
Existen dos posibles modelos animales para el CMT los cuales 
corresponden a los ratones imitantes designados como "trembler" (tr, el cual 
es dominante) (98) y trembler-J (trJ, el cual es semidominante) (99). Estos 
ratones presentan una neuropatía desmielinizante con un decremento en la 
VCN similar al observado en el CMT1; además, su mutación se localiza en el 
cromosoma 11 el cual es el homólogo del cromosoma 17 en el humano. Las 
bases moleculares del CMT1A se podrán delucidar más claramente al definir y 
caracterizar los límites de la región duplicada mediante el aislamiento de 
clonas genómicas humanas que se sobrepongan, así como al identificar genes 
que se locaüzen en esta región duplicada. 
Otra cuestión interesante es si la duplicación ocurrió dentro del mismo 
cromosoma, o si el segmento duplicado proviene de su cromosoma homólogo 
por un evento de recombinación. El hecho de que en todos los árboles 
genealógicos analizados los dos alelos (GT)n en el "cromosoma CMT1A" (es 
decir los dos alelos ligados que se segregan con la enfermedad) sean 
diferentes, apoyan la hipótesis de que el segmento duplicado se haya originado 
del cromosoma homólogo. 
Otro punto importante de discutir es el hecho de haber detectado la 
duplicación en pacientes con CMT1A de dos orígenes diferentes: Acadio-
Francés y Judío-Ashkenazic, además de varios individuos con CMT1A de 
diferente ascendencia, sin nexos familiares entre sí. Esto sugiere que el evento 
de la mutación de duplicación sea un mecanismo inherente a esta enfermedad, 
es decir independiente del origen de los individuos. 
I . Implicaciones en el diagnóstico molecular del CMT1A. 
Una implicación sumamente importante de este trabajo es el uso del 
marcador RM11-GT para el diagnóstico molecular del CMT1A, y de 
cualquier otro marcador que se localize en la región duplicada. Como se 
demostró en este trabajo existe una perfecta correlación entre la presencia de 
una duplicación de DNA y la enfermedad de CMT1 A. Por esta razón se evaluó 
el potencial del marcador pRMll-GT, como una herramienta para el 
diagnóstico del CMT1A. Desafortunadamente cuando los padres tienen alelos 
(GT)n similares no es posible observar tres alelos en los pacientes con 
CMT1A, de aquí que únicamente se pudieron diagnosticar el 33% de los 33 
pacientes analizados con el marcador pRMll-GT. Puesto que un sólo 
marcador no detecta la duplicación de cualquier individuo afectado, se puede 
combinar el uso de ellos para incrementar el potencial de diagnóstico. 
Teniendo en cuenta que la presencia de un alelo extra se detecta también por 
RFLP en los individuos heterocigotos, se puede utilizar el polimorfismo MspI 
de los marcadores VAW409R1 y VAW409R3 para detectar la duplicación. 
Resultados preeliminares indican que usando en combinación los tres 
marcadores anteriormente mencionados se incrementó al doble el porcentaje 
de individuos diagnosticados (67%). Sin tomar en cuenta los marcadores 
VAW401 y VAW412R3, que también detectan la duplicación. Un 
procedimiento alternativo muy efectivo es el uso de la Hibridación 
Fluorescente in situ , ya que para esto no se requieren polimorfismos (73). El 
uso de marcadores genéticos muy polimórficos, como el utilizado en este 
estudio, incrementa la posibilidad de detectar trisomías submicroscópicas 
parciales que pudiesen ser la alteración molecular para otras enfermedades 
genéticas humanas (73). 
I I . Consecuencias de la duplicación en los estudios de ligamiento 
genético para la localización del gen del CMT1A. 
Diferentes grupos de investigación, tanto en Estados Unidos como en 
Europa, estaban aún enfocados hasta mediados del año 1991, a la localización 
del locus del CMT básicamente por estudios de ligamiento genético. El 
objetivo de estos estudios es el de encontrar un marcador genético que se 
cosegrege con la enfermedad, es decir que esté ligado a ella. En un estudio de 
ligamiento genético, las recombinaciones que ocurran entre la enfermedad y el 
marcador, son los datos más importantes que van a determinar la distancia que 
existe entre ellos. Así por ejemplo, un marcador con 1% de recombinación 
(un evento de recombinación por cada 100 meiosis informativas) equivale a 
un Centimorgan y esto indica que el marcador se encuentra a una distancia de 
un millón de bases nucleotídicas con respecto al locus de la enfermedad. 
El número de recombinantes entre el marcador VAW409 y el locus del 
CMT1A se sabía que era más frecuente en comparación con otros marcadores 
localizados fuera de la región duplicada. ¿Cómo es posible que un 
marcador genético localizado en el locus de la enfermedad, tal y 
como es el caso para el marcador VAW409, muestre un mayor 
número de recombinantes y por ende un menor grado de ligación 
con la enfermedad, con respecto a otros marcadores f ue r a del 
locus de la enfermedad?. Este resultado obviamente es incorrecto, puesto 
que el marcador VAW409 forma parte del locus del CMT1A. Sin embargo, el 
hecho de existir una duplicación, implica la presencia de un alelo extra para 






































Figura 19. Observación de falsos recombinantes debido a la duplicación. 
En esta figura se muestra una familia del árbol genealógico HOU85 mostrando la clasificación 
incorrecta de los alelos MspI del marcador VAW409R3. Debajo del símbolo de cada 
individuo, se encuentra en orden descendiente primero el número de identificación del 
individuo, segundo el genotipo para el marcador VAW409R3 sin tomar en cuenta la dosis de 
los alelos, y tercero el genotipo considerando la diferente dosis alélica. La segregación de los 
alelos del marcador demuestra que sin considerar la dosis alélica, el cromosoma CMT1A del 
individuo 85-302 porta el alelo A, en tanto que si se considera la dosis, el cromosoma CMT1A 
porta los alelos A y B. Los individuos 85-312, 85-20 y 85-326 aparecen como recombinantes 
para el marcador VAW409R3; sin embargo, considerando la dosis alélica, se demuestra que los 
recombinantes son debidos a una interpretación incorrecta (73). 
CONCLUSIONES 
La enfermedad de Charcot-Marie-Tooth tipo 1A está asociada 
con una duplicación de DNA, e involucra al menos los loci 
D17S122, D17S125 y D17S61. 
Los m a r c a d o r e s p R M l l - G T , VAW409R1, VAW409R3, 
VAW412 y EW401, detectan la duplicación en individuos 
a fec tados con CMT1A, y se puden u t i l i za r p a r a el 
diagnóstico molecular de la enfermedad de CMT1A. 
El tamaño de la región duplicada en pacientes con CMT1A es 
al menos de 100 kb. 
La duplicación origina la aparición de falsos recombinantes 
en estudios de ligamiento genético utilizando RFLP. 
PERSPECTIVAS 
I. Desde el punto de vista científico. 
Esta es la primera vez que se encuentra una duplicación, como un 
mecanismo molecular generalizado responsable de una enfermedad autosómica 
dominante. Este hecho se debe tomar en cuenta como un posible mecanismo 
para otras enfermedades genéticas humanas. 
Diversos grupos de investigación en Estados Unidos y Europa, habían 
dirigido sus esfuerzos para identificar el gen responsable de producir la 
enfermedad de CMT1A mediante estudios de ligamiento genético. Este tipo de 
estudios son bastante laboriosos e implican métodos muy sofisticados para 
"caminar en los cromosomas" hasta encontrar el gen responsable. El hecho de 
haber encontrado una duplicación asociada con el CMT1A, define el locus de 
esta enfermedad y hace que ahora los esfuerzos se concentren específicamente 
én esta región para identificar el gen(es) responsable del CMT1A. 
Estudios de ligamiento genético se utilizan actualmente para la 
identificación del gen responsable de diferentes enfermedades genéticas 
humanas. En este trabajo se demostró que por una duplicación de DNA se 
originan falsos recombinantes en los análisis por RFLP, y como consecuencia, 
un resultado erróneo en el grado de ligamiento de un marcador genético con 
el locus de una enfermedad. 
II. Desde el punto de vista de desarrollo tecnológico. 
En el presente trabajo se sentaron las bases para el establecimiento de 
una nueva prueba para el ¿agnóstico molecular de la enfermedad de CMT1 A. 
¿Qué tan importante sería esta prueba de diagnóstico molecular de la 
enfermedad de CMT1A? Actualmente los métodos de diagnóstico del CMT 
incluyen métodos electrofisiológicos para medir la conducción nerviosa, 
histometría para cuantificar las fibras nerviosas en biopsias de nervio y 
microscopía electrónica para examinar la ultraestructura de los nervios 
involucrados. Estos métodos son dolorosos, tienen cierto riesgo para el 
paciente y son caros (el costo estimado de este tipo de diagnóstico, en los 
Estados Unidos, es alrededor de $5000.00 dólares). 
Por el contrario una prueba de diagnóstico molecular, como la descrita 
en el presente trabajo, origina la posibilidad de que se obtenga el diagnóstico 
utilizando simplemente el DNA genómico aislado de sangre periférica. Este 
método de diagnóstico molecular tendría las ventajas de que es más 
económico, sin ningún riesgo para el paciente y el diagnóstico se puede 
realizar desde el primer día de nacimiento. Otra ventaja sumamente 
importante es la posibilidad de realizar un diagnóstico prenatal, lo cual no era 
posible con los métodos actuales. 
III. Desde el punto de vista de beneficios sociales y de salud. 
Como se mencionó en la Introducción, la edad promedio de aparición de 
los síntomas del CMT1A es a los 12 años de vida. El establecimiento de un 
método más económico, dará posibilidad a que un mayor número de personas 
se efectúe una prueba de diagnóstico. El hecho de diagnosticar la enfermedad 
antes de la aparición de los síntomas, brinda la oportunidad a realizar una 
apropiada intervención farmacológica y quirúrgica para disminuir los 
trastornos de la enfermedad. Además una detección temprana de la 
enfermedad ofrece la posibilidad al individuo afectado de orientar su vida de 
acuerdo con los impedimentos que va a manifestar. 
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ANEXO 
Isolation of a Marker Linked to the Charcot- Mari e-Too th 
Disease Type IA Gene by Differential Alu-PCR of 
Human Chromosome 17-retaining Hybrids 
Pragna I. Patel,* Carlos Garcia, t Roberto Montes de Oca-Luna," Richard I. Malamut,} 
Brunei la Franco,* Susan Slaugenhaupt,§ Aravinda Chakravarti,§ and James R. Lupski '*t 
"luscrtute for Molecular Genetics «rtd TPepartraent of Fedntrlo. Baylor Colege of Medicine, Houston: tDepartment of Neurology. Louaium State Unrwjity. New Orleans: and § Department ©i Human GenetKi, University o< Pittsburgh. Pitoburyh 
Summary 
We report the isolation of a new marker (S6.1) from band pl l .2 of human chromosome 17 by differcuriaJ 
A/u-poly me rase chain reaction (Afu-PCR) of both a motiochromosomal hybrid retaining a single human 
chromosome 17 and a hybrid retaining a del(17)(pll.2pll.2) in addition to other human chromosomes. 
The method is based on che preferential PCR amplification of human DNA in rodent/humaa hybrids 
when primers specific to die human AIu repeat element are used. Mspl and 5sd Rf LPs associated with 
S6.1 were identified and used in linkage analysis of both a previously reported and a newly identified 
French-Acadian kindred segregating autosomal dominant Charcot-Marie-Tooth disease (CMT). A cumula-
tive peak lod score of 3.41 at a peak recombination fraction of .12 indicates that this marker is linked to 
the CMT 1A locus but is at a distance from the disease gene. Thus, the marker S6.1 will be useful in fur-
ther delineating cbe candidate region for the CMT gene when its location with respect to pAlO-41 and 
1516, two other markers frvm 17pll.2 which have previously demonstrated close linkage to the CMT 
locus, has been determined. 
Introduction 
Charcot-Marie-Tooch disease (CMT) is one type of 
hereditary motor and sensory neuropathy (HMSN) 
which is characterized by absent deep tendon reflexes 
and progressive muscle wasting, particularly in mus-
cles innervated by the peroneal nerves (Charcot and 
Marie 1886). The disease can be inherited in an au-
tosomal dominant, autosomal recessive, or X-linked 
manner (McKusick 1988). C M T type 1A (CMT 1A), 
which is the most prevalent form of this disease, has 
been recently mapped to the pen cent romene region of 
chromosome 17 (Raeymaekers et al. 1989; Vance et al. 
1989; Middleton-Price et al. 1990; Patel et al. 1990), 
while CMT type IB, also inherited in an autosomal 
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dominant manner, has been shown to be linked to the 
Duffy locus in the q23-q25 region of chromosome 1 
(Bird et al. 1982). 
We have studied a large French-Acadian pedigree 
segregating CMT 1A by using markers from the pericen-
tromeric region of chromosome 17 (Patel et al. 1990). 
IWo markers, pA10-41 (D17S71) and 1516 (D17S258), 
are closely linked to the CMT locus and map to 17pll.2 
(vanTuinen et al. 1987; Patel et al. 1990). This chro-
mosomal region is deleted in patients wich Smith-
Magenis syndrome, a syndrome characterized by mul-
tiple congenital anomalies including developmental 
delay, facial dysmorphology, attention-deficit disorder, 
and, in some patients, absence of REM sleep (Smith 
et al. 1986; Stratton et al. 1986). "We have used a hybrid 
cell line, DH110-D1 (Patel et al. 1990), constructed from 
a Smith-Magenis patient tu selectively isolate a marker 
from 17pll.2 for use in further linkage studies. The 
probe isolation method is based on the polymerase chain 
reaction (PCR)-rnediated amplification of human DNA 
in hybrid cell lines by using primers directed to the Alu 
repeat sequence (Nelson et al. 1990} and by the com-
parison of Ata-PCR products from hybrid cell lines re-
taining either an intact or deleted chromosome 17 as 
described recently for markers in the X<)28 region (Led-
better et al. 1990}. The probe S6.1 was then utilized 
in linkage analysis with two large CMT 1A pedigrees. 
Our probe isolation method should have application 
to the identification of novel probes from specific 
regions, for use in linkage analysis and diseasc-gcne 
mapping. 
Mater ia l and M e t h o d s 
Ceil Lines 
The rodent parent of each hybrid cell line is clone 
ID, a thymidine kinase-deficient mouse fibroblast cell 
line. All hybrid cell lines have been described elsewhere 
(vanTuinen et al. 1987, 1988; Patel et al. 1990). The 
hybrid MH22-6 retains a single chromosome 17 as its 
only human material. The hybrids P12.3B, I IO-11, and 
JW-4 retain l7pter-ql l .2or 12,17pl3.100-*qter, and 
l7pl3.10i-*-qter, respectively. The hybrid DH110-D1 
is derived from a Smith-Magenis pacienr and retains 
I7pter-'pll. 2: :pll, 2~»qter. 
PCR RoxUonj and Primers 
The PCR was conducted using the Alu primer, TC-
65, and the conditions used were essentially those de-
scribed by Nelson et al. (1989), cxccpt that the final 
concentration of dNTPs was 250 nM. 
Gel Electrophoresis and Southern Hybridization 
DNAs were visualized with ethidium bromide after 
electrophoresis in agarose gels. Size markers are a mix-
ture of X DNA digested with H/ndlll and OX174 
digested with HaeIII. Southern transfer and hybridiza-
tion followed procedures described elsewhere (Patel et 
al. 1990). When PCR products were to be used as 
probes, they were either ethanol precipitated with am-
monium acetate to remove dNTPs or were purified af-
ter electrophoretic separation in low-melting-tempera-
ture agarose. All probes were preassodated with human 
placental DNA prior to use in hybridizations. In brief, 
Southern blots were incubated in a three-fourths vol-
ume of prehybridization solution (1 MNaCl, 10% dex-
tran sulfate, 1% SDS) containing 0.1 mg sonicated hu-
man placental DNA/ml and used at a final volume of 
1 ml/16 cm2 of membrane. The radiolabeled probe, 
used at a final concentration of 1 x 10s cpm/ml of 
prehybridization solution, was mixed with one-fourth 
volume of the prehybridization solution containing 0.2 
mg of human placental DNA/ml, was boiled for 5 min 
to denature the DNA, and was incubated at 65°C for 
2 h to preassociate repeat sequences in the probe prior 
co use in hybridizations. 
C/on/ng of Alu-PCR Product 
The A/n-PCR product, S6.1, was digested with 
Hind III to purify it from any comigrating contaminants. 
Two major subfragments, S6.1-HB1 (1.2 kb) and S6.1-
H&2 (1.1 kb), were each purified from agarose by using 
the GeneCiean kit (BIOlOl) and were ligated into Hincll-
digested pTZ19R vector (Mead et al. 1986) at a vec-
toninsert molar ratio of 1 -2 after repairing the ends. 
The ligation was performed in One Phor-All Plus buffer 
with T4 ligase (Pharmacia) for 16 h at 16°C. Esche-
richia cotiK-12 strain DH5a competent cells were trans-
formed with die ligation products and plated on LB 
plates containing 100 |ig ampicillin/ml. 
CMT Pedtgnes 
All available members of pedigrees segregating au-
tosomal dominant CMT were subjected to a thorough 
clinical and electrophysiological examination. Since we 
had previously demonstrated reduced nerve conduction 
velocities (NCVs) in asymptomatic individuals (Patel 
etal. 1990), all individuals used in linkage analysis were 
examined for NCV. In these kindreds, the diagnosis 
of CMT IA was established by the presence of markedly 
slowed median and ulnar motor NCVs. A single nor-
mal motor NCV of the peroneal nerve excluded the 
diagnosis in patients older than age 5 years. 
Pedigree 1 is a 299-person trench-Acadian pedigree 
which has been previously described and of which 33 
members have been used in the linkage analysis (Patel 
etal. 1990). Pedigree 42is a 149-person Frcnch-Acadian 
pedigree of which 35 members were studied (fig. 1). 
After informed consent was obtained, blood was col-
lected from each participating family member and was 
used to establish Epstein-Barr virus-transformed lym-
phoblasts (Anderson and Gusella 1984) and for isola-
tion of high-moleailar-weighr DNA (Miller etal. iy88). 
Linkage Anofysft 
The parameters and methods used for linkage anal-
ysis for pedigrees 1 and 42 have been described else-
where (Patel et al. 1990), with the exception that the 
age-dependent risk of affection was removed, since all 
critical members of this pedigree were evaluated for 
NCV. A 6nal penctrancc of .99 was assumed for CMT 
gene carriers. 
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Figure 2 Schematic diagram of method ustd for isolation oi markers (rom 17pll.2. The hybrids are described in Material and Methods. 
Hybrids marked with an asterisk retain die indicated derivau»c chromosome 17 in addition ta other liunun chromosomes. 
Resul ts 
Isolation of Marker S6.I from l7pll.Z 
The method used for isolation of markers mapping 
to 17pll.2 is shown schematically in figure 2. M H 2 2 - 6 
is a hybrid cell line retaining a single copy of chromo-
some 17 as its only human complement. Human-specific 
sequences in the cell line were selectively amplified by 
conducting PCR using the primer TC-65 representing 
the Alu repeat sequence as described by Nelson et al. 
(1989). The amplification products comprising > 5 0 
fragments ranging in size from ^ 4 0 0 bp to ~ 4 kb were 
separated by electrophoresis in a 1% low-melting-tem-
perature agarose gel. The gel was sliced at 0.5-cm 
intervals, each slice was melted, an equal volume of 
water added, and 5 |il (<0.5 %) of each slice was used 
for a reamplification reaction using the primer TC-65. 
The primer TC-65 was also used to amplify the hu-
man DNA in the hybrids Pi 2.3 B, HO-11, and DH110-D1, 
which retain a derivative chromosome 17 in addition 
to several other human chromosomes. The amplifica-
tion products obtained both with TC-65 and either each 
of these hybrids separately or hybrid M H 2 2 - 6 , which 
are displayed in figure 3A, were subjected to Southern 
analysis using amplification products from each of the 
slices of the low-melting-temperature agarose gel as a 
probe. The results obtained with the products of slice 
6 are shown in figure 3B. One of the amplification prod-
ucts was missing in the hybrid DH110-D1, suggesting 
that it originated from a sequence mapping to 17pll .2 . 
To confirm this, the fragment designated S6.1 was iso-
lated and hybridized to a Southern blot of EcoRI-
digested genomic DNA from the hybrid DH110-D1 and 
other human chromosome 17-retaining hybrids. As 
shown in figure 4, no signal is evident when S6.1 is 
hybridized to DH110-D1 DNA, while a hybridization 
signal is seen when 17pll.2-specific DNA sequences are 
present, thus confirming that this sequence originated 
from 17pll.2. Figure 4 also shows that S6.1 hybridized 
to four EcoRI fragments, all of which map to 17pll .2 . 
RFLP Analysis of Marker S6 I 
To determine whether the marker S6.1 showed link-
age to the CM 1 locus, we attempted to identify RFLPs. 
DNA from eight unrelated individuals was digested with 
ApaI, Aval], BamHl, BanI, Banll, Bell, Bgh, Bgfll, Dra\, 
EcoKl, EcoRV, Hindi, Hindill, Hind, M s p l , Mbol, 
Pstl, Puull, Rsal, Seal, Sphl, Sstl, Stul, TaqI, and Xbal 
and was used for Southern analysis with S6.1. An Ss/1 
polymorphism, with allelic fragments of 12.2 and 7 .1 
kb at a frequency of 39% and 61%, respectively, was 
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F i g u r e 3 Southern analysis of A /u-PCR products from hybrids 
MH22-6 , P12.3B, DHIIC-Dl.and HO-11. One-half microgram from 
each of these hybrids was amplified with primer TC-65 as describid 
in Material and Methods. Ten percent of [he products were electro-
phorcscd in a 1.2% agarose gel, and a Southern blot was prepared. 
The blot was hybridized with the amplification products from slice 
6. A, Ethidium bromide-stained gel. B, Autoradiograph of Southern 
blot. The arrow indicates the fragment missing in the Smith-Magnus 
hybrid, DH110-D1, suggesting that it maps to 17pll.2. 
detected. An RFLP was also detected for Mspl, with 
allelic fragments of 1.1 and 1.0 kb at a frequency ol 
78% and 22%, respectively. Both Mendclian segrega 
tion of these RFLPs and the invariant fragments recog-
nized by a cloned subfragment of S6.1 are shown in 
figure 5. Since a limited number of unrelated individu-
als were typed for the Ssfl and Mspl RFLPs, it could 
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Figure 4 S o u i I k i m « M o l l i s o f g e n o m i c D N A w i t h / 4 i u - P C R 
product, S6 1. Two and one-half micrograms of human ONA, S 
of mouse (done 10) DNA, and 10 ng of DNA from the somatic 
cell hybrids MK22-6 , DH110-D1, HO-l l , and P12.3B were 
digested with EcoRI and hybridized with S6.1, which is the fragment 
identified as missing in ihc h jbud DHU0-D1 as siiown in fig. 3R 
The hybrids are described in Material and Methods. 
disequilibrium. However, no recombinants were de-
tected between the Ssil and Mipl RFLPs within two 
large pedigrees which were analyzed (see below). 
A New French-Acadian Kindred Which 
FEFREGDTA CMT IA 
We have previously reported a French-Acadian kin-
dred (pedigree 1) segregating autosomal dominant CMT 
and demonstrating linkage to markers from the pericen-
tromeric region of chromosome 17 (Patel et al. 1990). 
A second French-Acadian kindred (pedigree 42; bg. 1) 
segregating autosomal dominant CMT was sampled, 
and 35 of the individuals in it were used in the present 
study, l o determine whether pedigree 42 segregated 
CMT 1A, members were typed for the markers pAlQ-
41, 1.516, and EW301, which have been shown TO be 
closely linked to the CMT IA locus (Raeymaekers et 
al. 1989-, Vance et al. 1989; Middleton-Priee et al. 1990; 
Pace! et al. 1990). The individual and cumulative lod 
scores obtained for pedigrees 1 and 42 by using pAlO-
41,1516, and EW301 are presented in table 1. In pedi-
gree 42 the marker pA10-41 was more informative than 
1516 or EW301 and yielded 2 = 2.33 at 8 = 0, sug-
gesting that pedigree 42 segregates CMT IA. 
Linkage Analysis of Pedigrees f and 42 with Marker Si.I 
To determine the genetic distance of with re-
spect to the CMT locus, both pedigree 1 and pedigree 
42 were typed for the Mspl and Ss/I RFLPs described 
above, and haplotypes were constructed. Lod scores 
were calculated as described in Material and Methods 
and are presented in table 1 both individually for 
pedigrees 1 and 42 and as a total for these families, 
under the assumption of homogeneity of linkage. These 
results suggest that 1516 and pA10-41 are both closely 
linked to the CMT 1A gene, but the marker SKj.I Ls linked 
at a distance (6 = .12) from the disease gene. Determi-
nation of the recombination distance between S6.1, 
1516, and pA10-41 will entail examination of a larger 
number of CMT 1A and reference pedigrees with these 
markers. This in turn wiil enable a more precise deline-
ation of the candidate region for the CMT locus on 
chromosome 17. 
Discussion 
The ability to amplify human-specific sequences in 
somatic cell hybrids by using primers to repeated se-
quence elements such as Alu (Nelson et aJ. 1989) and 
LINE (Ledbetter et al. 1990) has greatly facilitated the 
identification of markers mapping to specific chro-
mosomal regions. We have described in the present re-
port an application of Aiw-PCR which has enabled us 
to rapidly identify a new marker in a specified region 
of chromosome 17p and to demonstrate the capacity 
for ics direct use in linkage analysis for CMT IA. This 
region contains gene(s) responsible for the various 
phenotypic manifestations in Smith-Magenis syndrome 
(del(17)(pll,2)), as well as two markers (1516 and 
pA10-41) closely linked to die gene responsible for CMT 
IA (Patel et al. 1990). Only three other markers have 
been previously physically mapped to this deletion inter-
vaJ-uamely, D17S71 (pA10-41) and D17S29 (YNM67) 
A Sstl Polymorphism B Mspì Polymorphism 
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Figure 5 M e n d e h a n segregation of RFLPs revealed by enzymes SsrI (A) and Msp\ (B). A doned subfragment of the marker S6.1 desig-
nated S6.1-HB2 (see Material and Methods) was used for Southern analysis. The variant fragments are indicated as allele A and allele B, 
respectively- T b e Ssfl pattern obtained with S6.1-HB2 is identical to thai seen with S6.1. The M tpl pattern obtained with S6.1-HB2 is ampler 
and allows dis t inct ion of overlapping Mspl fragments. Occasionally a strongly hybridizing 1.75-kb M$p[ fragment was seen with this probe, 
but it could never be conclusively established whether this represented a variant allele of the 1.3-kb M$pl fragment and/or an incomplete 
digestion p roduc t . 
Table I 
Lod Scores for CMT IA versus Chromosome I7p Markers 
L o o SCORE AT RECOMBINATION FRACTION OF 
M A R K E R ( e n z y m e j s ] ) AND PEDIGREE* 0 . 0 5 . 1 0 . 1 5 . 2 0 . 3 0 . 4 0 É 2 
A 1 0 - 4 1 (Mspl): 
1 . 8 9 . 7 9 . 6 7 . 5 5 . 4 3 . 2 0 . 0 5 . . . . . . 
4 2 2 . 3 3 2 . 1 1 1 . 8 8 1 . 6 5 1 . 4 0 . 9 1 . 4 2 . . . . . . 
Tota l 3 . 2 2 2 . 9 0 2 . 5 5 2 . 2 0 1 . 8 3 1 . 1 1 . 4 7 . 0 0 3 . 2 2 
1516*»: HindiII and Mspl. 
1 3 . 7 2 3 . 3 9 3 . 0 2 2 . 6 4 2 . 2 3 1 . 3 7 . 5 0 . . . 
4 2 - 4 . 1 3 . 6 4 . 7 3 . 7 0 . 6 1 . 3 8 . 1 5 . . . 
Tota l - . 4 1 4 . 0 3 3 . 7 5 3 . 3 4 2 . 8 4 1 . 7 5 . 6 5 . 0 4 4 . 0 4 
E W 3 0 1 TJ4I) ; 
1 2 . 0 4 2 . 3 3 2 . 3 9 2 . 2 9 2 . 0 7 1 . 4 4 . 4 5 . . . 
4 2 . 9 2 . 7 8 . 6 5 . 5 5 . 4 6 . 3 1 . 1 7 . . . 
Tota l 2 . 9 6 3.11 3 . 0 4 2 . 8 4 2 . 5 3 1 . 7 5 . 6 2 . 0 6 3 . 1 2 
S6.1 (Ssri and Mspl): 
1 - 3 . 7 0 1 . 7 6 2 . 2 0 2 . 2 6 2 . 1 2 1.65 . 8 9 . . . . . . 
4 2 - 3 . 3 9 1 . 1 1 1 . 1 6 1 . 0 7 . 9 2 . 5 4 . 1 6 . . . 
Tota l - 7 . 0 9 2.87 3.36 3.33 3 . 0 4 2 . 1 9 1 . 0 5 . 1 2 3 . 4 1 
* L o d scores for pA10-41, 1516 (Hrndll l) , and EW301 in pedigree 1 were published by Patel et al. 
( 1 9 9 0 ) ; the remaining results are f rom the present study. . 
b H/ndl l l RFLP described by Patel et al. (1990); Mspl RFLP described by Franco et al. (submitted). -
(van Tuinen et al. 1987) a n d D 1 7 S 2 J 8 (1516) ( P a t e l « 
al. 1990) . 
Ledbetter et al- (1990) have recently descr ibed the 
identification of markers f rom X q 2 8 by a c o m p a r i s o n 
of the amplif icat ion products o b t a i n e d f rom a hybrid 
retaining a single h u m a n X c h r o m o s o m e a n d f rom 
hybrids retaining a del(X )(q28) o r o n l y the Xq24-qcer 
region. T h e pat terns of amplif icat ion products used for 
the identification of these markers were s impler t han 
that obta ined with the hybrid M H 2 2 - 6 . We therefore 
used the approach of examining p o o l s of ampl i f ica t ion 
products created by dividing e l e a r o p h o r e t i c a l l y sepa-
rated amplif icat ion products . T h i s a p p r o a c h fo r iden-
tifying A/it-PCR amplification p roduc t s w h i c h are ab-
sent in a hybrid retaining a c h r o m o s o m e 17 specifi-
cally deleted for band p l l . 2 may b e fu r the r refined by 
modifications which reduce the t o t a l n u m b e r of Alu-
PCR amplification products in t h e hybr ids . 
T h e marke t S6.1 appears to hybr idize to at least two 
loci in the genome, as de termined by Southern analysis 
af genomic D N A s digested wi th a n u m b e r of restric-
t ion enzymes, including Ss/I (fig. 5 ) , Kpnl, Avail, 
BamHl, and Pvull (data no t shown) . Both of these loci, 
which each appea r to conta in at least o n e E c o R I site, 
map t o I 7 p l l . 2 , as shown by their absence in a hybrid 
retaining del (17) (p l l . 2p l l . 2 ) (fig. 4 ) . Identical results 
were ob ta ined with cloned s u b f r a g m e n t s of S6.1, thus 
ruling ou t the possibility that S6.1 represented a mix-
ture of comigrating Aiw-PCR products (data no t shown). 
Similar results have beer observed wi th phage clones 
originat ing from X p and have been a t t r ibuted to the 
presence of a family of very- low-copy-number repeats 
whose members ate located wi th in c lose p rox imi ty on 
the X ch romosome (Ballabio et a i . , in press). Use of 
the marke r S6.1 t o screen a genomic l ibrary t o isolate 
larger homologous genomic s e q u e n c e s — a l o n g wi th 
physical mapp ing of these sequences—wil l de te rmine 
the relative proximity of these sequences in 17p l l . 2 . 
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Isolation of Region-Specific and Polymorphic Markers from 
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We d e m o n s t r a t e t h a t t h e d i g e s t i o n of t e m p l a t e DMAs 
with r e s t r i c t i o n e n d o n u c l e a s e s p r i o r t o Alu p o l y m e r a s e 
chain r e a c t i o n ( " r e s t r i c t e d A f u - P C R " ) r e d u c e s t h e com-
plexity of the A/u -p r imed ampl i f ica t ion p a t t e r n s of h u m a n 
DNA i s somatic cell h y b r i d s a n d a l lows a d i r ec t i n f o r m a -
tive c o m p a r i s o n of t he se p a t t e r n » . A c o m p a r i s o n of r e -
stricted Aiu-PCR p a t t e r n s of a monochromosomal h y b r i d 
re ta in ing a human ch romosome 17 (MH22-8) and a hybr id 
re ta ining a h u m a n ch romosome 17 de le ted f o r b a n d p i 1 .2 
(DB1IO-D1) r evea l ed f o u r A t u - P C R p r o d u c t s t ha t w e r e 
present in t h e f o r m e r b a t absen t in the l a t t e r hybr id . Hy-
bridization of these f r a g m e n t s t o t h e to ta l A lu -PCR ampl i -
fication p roduc t s of t h e two h y b r i d s con f i rmed the i r ab-
sence in D H 1 1 0 - D 1 ampl i f i ca t ion p roduc t s . Hybr id iza t ion 
to a panel of somat ic cell hybr ids ind ica ted t ha t two of these 
f r a g m e n t s w e r e d e l e t e d in t h e h y b r i d D H 1 1 0 - D 1 a n d 
mapped to 1 7 p l 1.2, a s expec ted . Howeve r , t w o addi t iona l 
f ragments were not de le ted in t h e h y b r i d D H 1 1 0 - D 1 and 
•napped to o t h e r r eg ions of c h r o m o s o m e 17 . An insertion— 
deletion polymorphism w a s assoc ia ted w i t h one of the la t -
ter f r agmen t s , which m a y be t h e mechanism fo r t h e l a ck of 
its amplif icat ion in t h e hybr id D H l l O - D l . Res t r i c t ed Alu-
PCR should enhance t h e appl ica t ions of A/w-PCR a n d pro-
vides a new method fo r t h e ident i f ica t ion of chromosome-
specific polymorphic m a r k e r s . « i w i * a i e a i c m » i K . 
I N T R O D U C T I O N 
The ability to isolate markers rapidly from a de-
fined human chromosomal region has been greatly 
enhanced by the Alu polymerase chain reaction (<4Ju-
PCR). This approach uses primers directed U> human 
Alu repetitive sequence elements to amplify human 
DNA sequences situated between Alu repeats (Nelson 
et oL, 1989). Several types of primers based on tbe 
consensus Alu sequence have been designed (Nelson 
' To whom correspondence should be addressed at Institute for 
Molecular Genetica, Baylor College of Medicine, One Baylor 
Plata, Houston, TX 71030. 
et at., 1989; Cotter et al, 1990). These primers can be 
used alone or in combination with other Alu primers 
or primers to other interspersed repeat elements such 
as LIHs (Ledbetter et al, 1990) to amplify inter-Aiu 
sequences from human DNA present in complex 
backgrounds, such as rodent-human hybrids. 
Direct comparison of the amplified human se-
quences of a monochromosomal hybrid retaining a 
human X chromosome to tha t of hybrids retaining 
human derivative X chromosomes as the only human 
material has allowed the isolation of markers map-
ping to Xq28 (Ledbetter et al., 1990). We sought to 
isolate markers from 17pll .2 by comparing the Alu-
PCR amplification patterns of a monochromosomal 
hybrid retaining human chromosome 17 (vanTuinen 
et at, 1987) to that of a hybrid retaining a human 
chromosome 17 deleted for the p l l . 2 region (Patel et 
ai., 1990). However, the large number of Alu-primed 
amplification products obtained with these hybrids 
was a limiting factor in the direct comparative analy-
sis of these products from hybrids for the isolation of 
markers mapping to 17pll.2. In this report, we dem-
onstrate the reduction in complexity of the Alu-PCR 
amplification patterns obtained using Alu primers by 
digesting genomic DNAs f rom chromosome 17-re-
taining hybrids with various restriction enzymes 
prior to Aiu-PCR. This allowed us to isolate two 
markers from the 17pll .2 region. A second applica-
tion resulting iioui this study is a method for the di-
rect identification of polymorphic markers from spe-
cific chromosomal regions. 
MATERIALS A N D M E T H O D S 
Cell Lines 
T h e rodent paren t of all somatic cell hybrids is 
clone ID, a thymidine kinase-deficient mouse fibro-
blast cell line. All hybrids used in this study have been 
described previously. Briefly, the hybrid M H 2 2 - 6 
contains a .single chromosome 17 as tbe only human 
0988-7543/91 S3.00 
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material (vanTuinen et oi„ 1987), DH110-D1 r e t a i n s 
a del(17)(pll .2pl 1.2) derived from a p a t i e n t w i t h 
Smith-Magenis syndrome (Patel et aL, 1990), 8 8 - H 5 
contains 17pter-pll .2 (vanTuinen ei aL, 1987), L S - 1 
contains 17cen-qter (Elder etaL, 1985) SP-3 con ta in s 
7ql l .2 (vanTuinen etaL, 1987), and HO-11 con ta in s 
17pl3.1-q25.3 (vanTuinen et oL, 1988). 
Primers and PCR Conditions 
Templates for restricted AJu-PCR were p repa red 
by digesting 1 ftg of genomic DNA for > 4 h w i t h 10 
units of restriction enzyme added in two aliquota. T h e 
DNAs were precipitated in 0.3 M sodium acetate wi th 
2 vol of 95% ethanol, washed in 75% ethanol , a n d 
reauspended in 50 ¿¿I of water. The P C R was con-
ducted using Alu primers TC-65 and 517 as described 
by Nelson et aL (1989) with minor modi f ica t ion . 
Briefly, the PCR was carried out in a final vo lume of 
50-100 til with 1 ng of DNA, primer TC-65 a t 1 fiM. or 
primer 517 at 0.1 pM in 50 mM KC1/10 m M T r i s -
HC1, pH 8.0/1.6 mAf MgCVO.01% gelatin, a l l four 
dNTPs (Pharmacia) at either 250 nM (TC-65) o r 125 
ItM (517), and 2.5 unite of Taq polymerase (Pe r t i n -
El me r/Cetus J. The reaction was conducted for 3 5 cy-
cles of 94° C denaturation (1 min), 55®C annea l i ng ( l 
min), and 72"C extension (4 min) in an au toma ted 
thermal cycler (Perkin-Elmer/Cetus). Initial dena tu r -
ation was at 95°C for 5 min and a final extension was 
at 72°C for 7 min. Primers were used in react ions 
after deprotection without further purification. 
PCR Products: Gel Electrophoresis, Purification, 
and Cloning 
To analyze the PCR products, they were separa ted 
on a 1,3% agarose gel in Tris-borate buffer a t 40—50 V 
for 12-16 h. To isolate individual fragments, t h e P C R 
product was electrophoresed on a 1.3% low-melt ing 
agarose gel. The fragment was cxcised f rom t h e gel 
and melted at 65"C, an equal volume of water was 
added, and approximately 1 jtl was reamplified f o r <15 
cycles to allow generation of preparative quan t i t i e s of 
the fragment. 
To clone the PCR product FG1, it was purif ied f rom 
agarose using the GeneClean Kit (BIO 101) a n d li-
gated into /fine 11-digested pTZ19K vector ( M e a d at 
aL, 1986) at a molar ratio of 1:2 vector to insert . T h e 
ligation was performed in One Phor-All P lus buf fe r 
with T4 ligase (Pharmacia) for 16 h at 16°C. Esche-
richia coli K-12 strain DH5<z competent cells were 
transformed with the ligation products and p l a t e d on 
LB plates containing 100 ¿tg/ml ampicillin. T h e P C R 
product FG2 was purified from comigrat ingcontami-
nants by digestion with Mspl and electrophoretic sep-
aration of a subfragment of 700 bp. 
For Southern analysis (Southern, 1975) of genomic 
DNAs, 10 tig of DNA from each hybrid and 5 m? of 
human and mouse DNA were digested for >4 h with 
3-4 unitfi/ug of the appropriate restriction enzyme. 
Samples were electrophoresed in Tris-acetate aga-
rose gels with buffer recirculation. For Southern anal-
ysis of PCR products, 10% of the amplification prod-
ucts were electrophoresed as described above. South-
ern transfer, preassociation of all probes, and 
hybridization were performed as described previously 
(Patel etaL, 1990). 
RESULTS 
To identify markers from 17pll.2, high-molecular-
weight DNA from the hybrid MH22-6 (retaining a 
single human chromosome 17) and the hybrid 
DHU0-D1 [retainingadel(17)(pll.2pll.2)] was used 
as a template for amplification with either primer 
TC-65 or 517. When DNA from MH22-6 was used as 
a template, approximately 50 fragments, ranging in 
size from 400 bp to 4 kb, were obtained with primer 
TC-65 and approximately 30 fragments, ranging in 
size from 600 bp to 4 kb, were obtained with primer 
517. The patterns obtained with DNA from DH110-
D1 were more complex, probably because this hybrid 
retains other human chromosomes. 
To reduce the complexity of A/u-PCR amplifica-
tion patterns, DNA from the hybrid DHllO-Dl was 
digested with a number of restriction enzymes, either 
singly or in combination, prior to performing the Alu-
PCR. Figure 1 shows the amplification patterns ob-
tained with unrestricted and restricted DNA from 
DH110-D1. The amplification products of the re-
stricted DNAs are composed of subsets of the prod-
ucts obtained with undigested DNA. It is interesting 
to note the remarkable reduction in the number of 
amplification products observed when an enzyme 
with a four-base recognition sequence, suchas Jbal, is 
used to digest the template. We use the term "re-
stricted A/u-PCR" to describe this modification of 
Aiu-PCR. 
Having demonstrated a reduction in the complexity 
of the Aiu-PCR patterns of hybrid DH110-Dl, we ex-
amined this method for ita ability to identify and iso-
late markers present in one hybrid but absent in an-
other. DNA from hybrids MH22-6 and DHllO-Dl 
was digested with several restriction enzymes and 
subjected to amplification with either primer TC-65 
or 517. Figure 2 shows normal and restricted Alu-
PCR patterns for hybrids MH22-6 and 13H110-D1. 
The arrows indicate four fragments that are preseat 
in the restricted Aiu-PCR products of MH22-6 but 
absent in that of DH1I U-Dl. 
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FIG. 1. Simplification of the AJu-PCR pat tern of the hybrid 
DH110-Dl. One microgram of DNA from the rodent cell line clone 
ID and from the hybrid DH110-Dl , either uncut or digested with 
aeveral restriction endonucleases, was subjected to P C R with the 
Alu primer TC-65 and electrophoresed as described under Mate-
rials and Methuds. T h e templates are lane 1. clone I D DNA; lane 
i . uncut DHl lO-Dl DNA; lanes 3 - 1 0 . DNA from D H l 10-Dl di-
psted with EcoRI + % f I, Taql, ¿ m i l , EcoRI + Ps t l , EcoRI + Pstl 
+ BamHI, BelI + PunII , BWI + BgtU. and fisol, respectively. T h e 
aize standard is the 1-kb ladder (BRI,) . 
The fragments FG3 and FG4 did not map to 
17pll.2, as was initially expected. The fragment FG3 
mapped to 17qll.2-qter and FG4 to 17pl2 (Fig. 4). 
The failure to amplify inter-Afu sequences such as 
FG3 and FG4 in the DHL10-D1 DNA could be due to 
alterations in the sequences flanking or involving the 
Alu element, which might be detectable as RFLPs. To 
determine this, FG3 was hybridized to DNA from 
eight unrelated individuals digested with BamHI, 
Bell, BglII, Oral, Htndlll, Pstl, Rsal, Sstl, or Taql. 
FG3 detected an insertion-deletion polymorphism 
discernible with the enzymes Bell, Taql, Pstl, and 
Sstl as shown in Fig. 5. The difference in the sire of 
the polymorphic alleles with each of these three en-
zymes was approximately 250 bp. In addition, the 
polymorphisms appeared to be in complete linkage 
disequilibrium, as indicated by a similar pattern of 
allele distribution in unrelated individuals (Fig. 5). 
The hybrids MH22-6 and DHl 10-Dl, when examined 
for these polymorphic alleles by hybridization of 
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These fragments could truly represent inter-Aiu se-
quences that fail to amplify when DHl 10-Dl DNA is 
used as template. Alternatively, they might represent 
an artifact associated with restricted Alu-PCR. To ex -
amine these possibilities, A/u-PCR products obtained 
with undigested DNA from hybrids MH22-6 and 
DH110-D1 were examined by Southern analysis us-
ing each of the isolated fragments FGl, FG2, FG3, 
and FG4 individually as probes. Each of these probes 
hybridized to a fragment of similar size in the total 
amplification products of undigested MH22-6 DNA 
but was absent in the DH110-D1 products. The effi-
ciency of amplification and transfer was verified by 
hybridization with a control fragment present in the 
A/n-PCR products of both MH22-6 and DHl 10-Dl. 
The results obtained for FG3, which are representa-
tive of those seen with FGl , FG2, and FG4, are shown 
in Fig. 3. 
To determine the regional localization of these 
fragments, each was used as a probe for Southern hy-
bridization with a panel of somatic cell hybrids repre-
senting different regions of chromosome 17. Both 
FGl and FG2 were localized to the 17pll.2 region, as 
expected, but appeared contaminated with a minor 
«»migrating fragment (data not shown). They were 
therefore either cloned (FGl) or further purified 
(FG2) as described under Materials and Methods. Hy-
bridization of purified FGl and FG2 to the somatic 
cell hybrid mapping panel confirmed their localiza-







FIG. 2. Comparat ive restricted A / u - P C R of the chromosome 
17-retaining hybrids MH22-6 and DH 110-Dl. Lanes 1, 3, 5 , 7 and 
2, 4 , 6 , 8 represent the ampl i f ica t ion p roduc t s f rom hybrids 
MH22-6 and D H l l O - D l , respectively. T h e s ta tus of the template 
in each lane is: lanes 1 and 2, uncut; lanes 3 and 4, digested with 
the enzymes Bel I, Ps t l , and EcoRI; lanes 5 and 6, digested with the 
enzyme Avail; lanes 7 and 8, digested with the enzymes Pstl and 
EcoRI. T h e Alu primer used for each set of amplifications is indi-
cated a t the bot tom of the figure. F G l , FC.2, FG3, and FG4 repre-
sent f ragments present in MH22-6 amplification products but ab-
sent in D H l 10-Dl amplification products; C represents a control 
fragment amplified in both hybrids with primer 517, which is rele-





F I G . 3 . Absence of F G 3 i n t h e t o t a l A / u - P C R produc t of 
D H l l O - D l . F G 3 and a con t ro l A l u - P C R product were hybridized 
sequential ly to a Sou the rn b lo t o f t h e Alu-PCR products obta ined 
with 1 ugof undigested t e m p l a t e D N A s from hybrids M H 2 2 - 6 a n d 
D H l l O - D l . Lanes 1 and 2 r e p r e s e n t t h e to ta l A /u -PCR products of 
the hybrids MH22-6 and D H l l O - D l . respectively; C indicates the 
hybridizat ion of a control Alu-PCR produc t identified in Fig. 2 
which was ob ta ined wi th P s t I + i i o o R I - d i g e s t e d t emp la t e f rom 
both hybrids. T h e control f r a g m e n t w a s isolated from t h e electro-
phoretically separa ted r e s t r i c t ed A / u - P C R products of D H l l O - D l , 
reamplified a s described u n d e r M a t e r i a l s and Methods and used 
for hybridization. T h e size of t h e f r a g m e n t s in kilobases (kb) is 
shown on the right. 
Bel 1-, Taql-, PstI-, a n d S s t l - d i g e s t e d DNAs using 
FG3 as probe, were found t o con ta in the smaller and 
the larger allele, respect ive ly ( d a t a not shown). Exam-
ination of seven other r e d u c e d hybrids that retained a 
normal or derivative c h r o m o s o m e 17 indicated that 
the presence of the larger Taql allele associated with 
FG3 correlated with t he i n a b i l i t y to amplify the inter-
Alu sequence represented b y F G 3 (data not. shown). 
T h e fragment FG4, when s c r e e n e d for RFLPs, did not 
detect any polymorphism. F G 4 was amplified in sev-
eral other hybrids, i n c l u d i n g t he hybrids 88H5 and 
HO-11, which all c o n t a i n e d t h e 17pl2 region (data 
not shown), and the m e c h a n i s m for the lack of ampli-
fication in hybrid D H l l O - D l is unknown. 
F G l and FG2 mapped t o 1 7 p l 1.2, a region of inter-
est for the s tudy of C h a r c o t - M a r i e - T o o t h disease 
(Pate l et al, 1990) a n d S m i t h - M a g e n i s syndrome 
(Smith et al., 1986; S t r a t t o n et al., 1986). They were 
therefore screened for R F L P s by hybridization with 
DNAs from eight u n r e l a t e d individuals tha t were di-
gested with several restriction enzymes. FGl detected 
an Apal and a /{sal R F L P with polymorphic alleles of 
12 and 7.5 kb and of 1.5 and 1.1 kb, respectively. FGl 
was not polymorphic for Aval, Avail, BamWl, Bell, 
Bgll, Bglll, EcoRl, HindUl, Hind, Mspl, PstI, PvuII, 
Rsal, or Ssil. FG2 was no t polymorphic for BamHl, 
Bell, Bglll, EcoRl, HindUl, Mspl, Rsal, or Taql. 
D I S C U S S I O N 
This study demonstrates a highly reproducible ap-
proach for decreasing the complexity of the A/u-PCR 
amplification pat tern of somatic cell hybrids and al-
lows a direct comparative analysis of amplified prod-
ucts from hybrid DNA. A recognition sequence for 
one or more restriction endonucleases can occur be 
tween two Alu sequence elements juxtaposed in op-
posing orientations. Digestion of the template with 
restriction enzyme(s) prior to A/u-PCR prevents that 
particular inter-A/u sequence from being amplified. 
To determine which enzymes would be optimal to use, 
we considered a previously reported frequency of rec 
ognition sequences for restriction enzymes in the hu-
man genome (Drmanac et al., 1986). As expected, the 
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FIG. 4. Hybridization of f r agment s FG1. FG2, FG3, and FG4 to 
Southern blots of a somatic cell hybr id mapping panel. Foi east of 
Interpretat ion, hybrid lanes are identified by schematic idiogranu 
representing the por t ions of ch romosome 17 retained in the hy-
brids. I.anes 1 - 6 . 10 /ig of genomic D N A from the hybrids HO-11. 
MH22-6, D H l 10-Dl, 88H5, LS-1, and SP3, respectively;lane 7,10 
fig of DNA from t h e parenta l mouse cell line, Clone ID; lane 8, ft 
of human genomic DNA. T h e individual probes are indicated on 
the right and the size of the bands in kilobases (kbl is shown on th« 
left. FGl and FG2 were hybridized to Puull-digested DNAs, while 
FG3 and FG4 were hybridized to H m d I I I -digested DNAs. FGl and 
FG2 map to 17pl l .2 , FG3 maps to 17q l l . 2 -q t e r , and FG4 mips to 
17pl2. 
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FIG. 5. I n s e r t i o n - d e l e t i o n p o l y m o r p h i s m d e t e c t e d by F G 3 . 
Lanes 1—4 r e p r e s e n t D N A f rom each of the s a m e four un re l a t ed 
individuals d iges ted wi th the enzymes ind ica ted o n the r ight . T h e 
lize of t h e a l le les in kilobaaes (kb) is shown o n t h e left a n d indi-
cates t h a t t h e po lymorph ic alleles in each case d i f fer in size by 
about 250 b p a n d show the s a m e p a t t e r n of zygosity in each individ-
ual. 
was proportional to the frequency of the recognition 
sequence of the particular enzyme or combination of 
enzymes used. T h e presence of new discrete bands in 
the restricted Aiu-PCR pat terns is probably due to a 
decrease in competition for the template, which al-
lows significant amplification of regions not obtained 
with the more complex template. An analogous phe-
nomenon, a t t r ibu ted t o template competi t ion, was 
observed in comparisons of the amplified human se-
quences in X-chromosome-retaining hybrids (Led-
better et al., 1990). 
The reproducibili ty of the method allowed us to 
compare the subsets of Alu-PCR products of two 
chromosome 17-retaining hybrids and to isolate two 
new markers from the 17pl l .2 region. In addition, 
simplification of the amplification pat tern allowed us 
to detect f ragments representing inter-A iu sequences 
that failed to amplify in the hybrid D H l l O - D l . This 
failure to amplify an inter-Alu sequence may be due to 
A/u-associated polymorphisms. In fact, the fragment 
FG3 detected an insert ion-delet ion polymorphism 
(Anagnou et al., 1984; Frossard et al., 1986; Woods-
Samuels et aL, 1989) involving a sequence of approxi-
mately 250 bp. T h e difference in the size of the poly-
morphic alleles, which approximates the length of a 
single Alu repeat, suggests t ha t the polymorphism 
could have arisen by the insertion or deletion of a 
single Alu element. The FG3 allele of the chromosome 
17 retained in MH22-6 is 250 bp smaller than the 
corresponding allele in DHl lO-Dl . We speculate that 
the presence of the "inserted" sequence in the chro-
mosome 17 retained in DH110-D1 impairs the ampli-
fication of the inter-Aiu sequence represented by 
FG3. Thus, restricted Aiu-PCR may be applicable to 
the direct isolation of polymorphic markers. 
The fragment FG4 was also absent in the amplifi-
cation products of hybrid DH110-D1, even though it 
did not map to 17pll .2 . A limited survey with the 
enzymes BglU, HindlU, Hinil, Mspl, Rsal, and Taql 
did not reveal any RFLPs associated with FG4. The 
lack of amplification of FG4 using DH110-D1 DNA 
may be due to other types of polymorphisms asso-
ciated with Alu elements (Economou et aL, 1990; Zu-
liani and Hobbs, 1990; Rogaev, 1989), which are not 
detectable by genomic Southern analysis. These poly-
morphisms may affect the amplification because of 
differences in the base composition a t the primer an-
nealing site, secondary s t ructure effects, or other 
mechanisms. The inversion of the orientation of a 
single Alu repeat might also be an additional mecha-
nism tha t impairs the amplification of a specific Aiu-
PCR product. 
The digestion of template DNA with restriction en-
zymes can enhance the usefulness of Alu primers con-
taining degenerate sequences, which have a high fre-
quency of target reiteration and yield a very large 
number of amplification products. This method can 
also be used to analyze hybrids that retain a large 
number of human chromosomes. It may be used to 
reduce selectively the number of amplification prod-
ucts resulting from a yeast artificial chromosome vec-
tor or a radiation hybrid containing a large segment of 
human DNA. Restricted Aiu-PCR may also facilitate 
the detection and isolation of PCR products obtained 
using specific primers coupled with Alu primers by 
reducing the background of inter-Aiu products. 
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Summary 
We undertook clinical evaluation (32 cases) and molecular evaluation (31 eases) of unrelated patients affected 
with Smith-Magenis syndrome (SMS) associated with an interstitial deletion of band p l l . 2 of chromosome 
17. Patients were evaluated both clinically and electrophysiological^ for peripheral neuropathy, since markets 
showing close linkage to one form of Charcot-Marie-Tooth disease (CMT1 A) map to this chromosomal 
region. The common clinical findings were broad flat midface with brachycephaly, broad nasal bridge, 
brachydaccyly, speech delay, and hoarse, deep voice. Fifty-five percent of the patients showed clinical signs 
(e.g., decreased or absent deep tendon reflexes, pes planus or pes cavuj, decreased sensitivity ro pain, and 
decreased leg muscle mass) suggestive of peripheral neuropathy. However, unlike patients with CMT1A, 
these patients demonstrated normal nerve conduction velocities. Self-destructive behaviors, primarily onychot-
illomania and polyembolokoilamania, were observed in 67% of the patients, and significant symptoms of 
sleep disturbance were observed in 62%. The absence of REM sleep was demonstrated by polysomnography 
in two patients. Southern analysis indicated chat most patients were deleted for live 17pl l .2 markers—FGl 
(D17S446), 151« (D17S258), pYNM«7-R5 (D17S29), pA10-41 (D17S71), and pS6.1-HB2 (D17S445)-
thus defining a region which appears to be critical to SMS. The deletion was determined to be of paternal 
origin in nine patients and of maternal origin in six patients. The apparent random parental origin of deletion 
documented in IS patients suggests that genomic imprinting does not play a role in the expression of the 
SMS clinical phenotype. Our findings suggest that SMS is likely a contiguous-gene deletion syndrome which 
comprises characteristic clinical features, developmental delay, clinical signs of peripheral neuropathy, 
abnormal sleep function, and specific behavioral anomalies. 
Introduction 
Contiguous-gene syndromes are recognizable syn-
dromes and comprise microdeletion and microdupli-
cation syndromes (Schmickel 1986; Ledbetter and Ca-
venee 198V). Specific features of these syndromes may 
occur individually in families, as phenotypes segrcgat-
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ing in a Mendelian fashion. The complex phenotypic 
abnormalities may result from DNA rearrangements 
involving several contiguous genes (Schmickel 1986). 
These syndromes are typically described as clinical 
entities, prior to establishment of a chromosomal eti-
ology. The cytogenetic abnormality is consistently 
small and difficult or impossible to detect by routine 
methods. Some patients with the complete clinical 
phenotype demonstrate no visible cytogenetic abnor-
mality even after high-resolution analysis. 
Contiguous-gene deletion syndromes indude retino-
blastoma with mental retardation (MR) (del 13ql4); 
Wilms tumor, aniridia, genital abnormalities, and re-
fardation (WAGR) (del 1 lp!3); Langer-Gideon syn-
drome (del 8q24]; Prader-Willi and Angelman syn-
dromes (del 15ql l ) ; a-thalassemia and MR (del 
16pl3.3); Miller-Dieker syndrome (del 17pl3); and 
D(George syndrome (del 22<jll) (Schmickel 1986, 
Ledbetter and Cavcnee 1989). In addition, other syn-
dromes associated with terminal deletions of chromo-
somes, such as Wolf-Hirschhom syndrome (del 4pl6) 
(Ivens ct al. 1990) and cri-du-chat syndrome (del 
Jpl6)(Overhauseret 1989), likely represent phe-
notypes associated with DNA rearrangements involv-
ing contiguous genes. Male patients with multiple 
Xlinked disorders that are due to deletion of contigu-
ous genes in the XpZl region and that lead ro vari-
ous combinations of Duchenne muscular dystrophy, 
chronic granulomatous disease, McOeod phenotype, 
retinitis pigmentosa, glycerol kinase deficiency, con-
genital adrenal hypoplasia, ornithine transcarbamo-
ylase deficiency, and various degrees of MR have been 
described (Francke et al. 1987). Similarly, deletions 
of the Xp22 region have been demonstrated to have 
combinations of steroid sulfatase deficiency, Kadman 
syndrome, and MR (Ballabio et al. 1989). 
Smith-Magenis syndrome (SMS) is a clinically 
recognizable multiple congenital anomaly/MR syn-
drome due to an interstitial deletion of chromosome 
1 7 p l l .2. The disorder was first described by Smith ec 
al, in 1982, and the spectrum of clinical features was 
delineated in 1986 by Smith et al. and Stratton et al. 
To daw, a total of 27 patients have been reported 
(Patil and Banley 1984; Smith et al. 1986; Stratton et 
al. 1986; Popp et al. 1987; f.ockwood ec al. 1988; 
Colleyetal. iy90;Hain«lletal 1990). Recently,DNA 
markers linked to the gene for Charcot-Marie-Tooth 
disease type 1A (CMT1A) were mapped to 17pl 1.2 
(Raeymaekers et al. 1989; Vance et al. 1989, 1991; 
Chance et al. [990; McAlpineetal. 1990; Middleton-
Price et al. 1.990; I'atel et al. 1990a, 1990b). A 
somatic-cell hybrid panel (vanTuinenet al. 1987) was 
used to map these linked markers to 17p 11.2 by virtue 
of absence of Southern hybridization to a hybrid con-
structed from a de/(17)(pll.2) patient (Parel et al. 
1990a, I990i»). Because of the mapping of the 
CMT1A gene to this region of chromosome 17, we 
evaluated 32 SMS patients ro determine whether they 
had evidence of peripheral neuropathy consistent with 
CMT disease. In addition, we evaluated other clinical 
Endings in order to define the common and variable 
features of the syndrome. A molecular analysis of the 
deletion in these SMS patients was performed using 
proximal 17p DNA markers and analysis for DNA 
polymorphisms. To determine whether genomic im-
printing plays a role in the SMS phenotype, as has 
been discovered to be the case for chromosome 15 in 
the Prader-Willi and Angelman microdeletion syn-
dromes (Nicholls et al. 1989; Williamset al. 1990), we 
studied the parental origin of deletion in SMS patients. 
Sub jec t s and M e t h o d s 
Subjects 
Of the thirty-two SMS patients evaluated, 22 were 
ascertained by the cytogenetic laboratories and genetic 
clinics at Baylor College of Medicine, Denver Chil-
dren's Hospical, Oregon Health Sciences University, 
and the University of Arizona at Tucson, and 10 pa-
tients were ascertained by other genetic centers. Most 
patients were ascertained for dysmorphic features 
and/or developmental delay, and chromosome analy-
sis demonstrated del(l7)(pl 1.2). Six previously re-
ported and 26 newly identified patients were evalu-
ated. Twenty of thern were examined by two authors 
of the present paper (F. Green berg and J. R. Lupski). 
The clinical evaluations were done by using standard-
ized forms which included demographic, anthro-
pometric, morphologic, developmental, behavioral, 
sleep-habit, and neurologic findings. Nerve-conduc-
tion studies were performed through the local Muscu-
lar Dystrophy Association (MDA) clinics. Data on 
each of the patients were tabulated and entered into 
a data base file by using a dBase III Plus® program. 
Data on chromosome analysis, including high-reso-
lution banding patterns for chromosome 17, were 
available for all patients. Thirty-one of the 32 patients 
reported here had a deletion of proximal 17p, while 
one patient (93-360) had a translocation with one 
breakpoint in 17pl 1.2. Thirty-one of die 32 patients 
were analyzed by molecular methods. 
DNA Probes 
The probes used in the present study, their chro-
mosomal location, the restriction enzyme displaying 
polymorphisms, expected allele sizes, and source and/ 
or reference are listed in table I . Probe cH3 is a cosmiJ 
identified from a library constructed from flow-sorted 
human chromosome 17by using FG-1 (Guzzettaetal-
1991) (D17S446) as a hybridization probe. A 900-bp 
Taq\ fragment containing a (GT)i$ sequence was iden-
tified from cH3 and cloned into pTZ19R (pRW7-
GT), and the nucleotide sequence was obtained by the 
dideoxy method using St-qucnasc® (U.S. Riocheaii-
"Table I 
O N A M a r k e r s 
Allele Size 
Marker (Jocus) Location RFLP ikb) Reference 
LEW301 (D17S58) I7cen-pJ1.2 Taql 4.5/3.1 B a r k e r « al. 1987 
BgM 10.0/8.0 Barker et al. 1987 
F G 1 (D17S446) 1 7 p l l . 2 Apal 12.0/7 .5 Guzzecca et al. 1990 
pYNM67-R5 (D17S29) 17pl 1.2 Taql 3 .4 /2 .0 + 1.3 Ray et al. 1990 
Bgm 8 .1 /6 .7 Ray et af. 1990 
cl516 (D17S258) 1 7 p l l . 2 HmdIII 22.0/12 + 10 P a t e l « al. 1990a 
p l 5 1 6 - R 4 (D17S258) 1 7 p l l . 2 Mspl 3.3/2 .4 Franco et al. 1990 
pA10-41 (D17S71) 1 7 p l l . 2 Mspl 2.4 /1 .9 Barker et al. 1987 
Pvull 3.2/3 .0 Barker et al. 1987 
pS£. l -HB2 (D17S445) J7p] 1.2 Mspl 1.7/1.3 Present study 
1.1/1.0 Patel et al. 19906 
Ssli 12.2/7.1 Patel et al. 19906 
VAW409R1 (D17S122) 1 7 p l l . 2 - p l 2 Mspl 5.3 /2 .7 + 2.6 Wright et ai. 1990 
VAW409R3 (D17SI22J I 7 p I I . 2 - p l 2 Mspl 2 .8 /2 .7 /1 .9 Wright et al. 1990 
VAW412R3 (D17S125) 1 7 p l l . 2 - p l 2 Mspl 10.5/5.4 Wright et al. 1990 
EW401 (D17S61) I 7 p l l . 2 - p I 2 Mspl S.2/4.4 Wright er al. 1990 
c l517 (D17S259) 1 7 p l l . 2 - p l 2 Mspl 6 .2 /4 .0 /2 .4 Patel et al. 1990a 
VAW410R1 (D17S123) 1 7 p l l . 2 - p l 2 Bglf I 2 .1 /2 .0 Wright ecaJ. 1990 
Taql 10.0/9.4 Wright et al. 1990 
EW405 (D17S121) 1 7 p l l . 2 - p l 2 Mspl 2.0/1 .5 Wright et al. 1990 
VAW411R2 (D17S124) 1 7 p l l . 2 - p l 2 Mspl 10.5/6.1 Wright e t a l . 1990 
Bgm 11.0/10.7 Wright et al. 1990 
E W 4 0 3 (D17S63) 1 7 p l ] . 2 - p l 2 Mspl 13.5/6.8 Wright et al. 1990 
EW503 (D17S67) 1 7 p l l . 2 - p l 2 Mspl 6.9 /5 .7 Wright et al. 1990 
EW502 (D17S66) 3 7 p n . 2 - p ) ? Bgm 2.2/1.4 Wright et al. 1990 
cals). Flanking PCR primers were synthesized by stan-
dard methods and used to analyze (GT)„ polymor-
phisms as described (Weber and May 1989). The 
sequence of the priming oligodeoxynucleotide on the 
G T strand of pRM 7-GT is J ' - A T T A T T T A T T T T G -
ATGTCTGAACAC-3' , while that of the priming oli-
godeoxynucleotide on the CA strand of pRM7-GT is 
5 ' -CTTGGTGAAACGCTCTCTGTAC-3 ' . The lat-
ter primer has homology to the Alu repeat sequence. 
Southern Ano/ys/s and Densitometry 
Southern analysis was performed as described else-
where (Patel et al. 1990a; Franco et al. 1991). Equal 
amounts (5 Mg) of digested genomic DNA were in-
cluded in each lane to ensure reproducibility of densi-
tometric signal. All probes were labeled by the random 
hexanucleotide priming method (Feinberg and Vo-
gelstein 1983). If a marker was not fully informative 
for RFLPs, the copy number was determined by dos-
age analysis of signals obtained by simultaneous hy-
bridization of the experimental marker and the marker 
DR47, representing a single-copy sequence on chro-
mosome 9. The intensity of the bands in each lane was 
quantified using an LKB 2400 Gel Ultrascan XL laser 
densitometer as described elsewhere (Franco et al. 
1991). The analysis of segregation patterns for alleles 
ar the VNTR locus YNH24 (D2S44) (Nakamura et 
al. 1987) demonstrated no instances of false paternity. 
PCR and GT Repeat Polymorphism Screening 
The unique sequence primer from the G T strand of 
marker RM7-GT was end labeled ac 3 7 ° C in a 15-fil 
reaction volume containing 1.2 p.M primer, 100 jxCi 
[ y 3 2 P ] A T P a t 6 , 0 0 0 C i / m m o l , l x OnePhor-AUPlus 
buffer (Pharmacia), and 10 units poiynucleotide ki-
nase (Pharmacia). The T 4 polynucleotide kinase was 
heat inactivated by incubating the reaction mixture at 
65°C for 10 min. The end-labeled primer resulting 
from the kinase reaction was used directly in the PCR 
reaction, without separating the unincorporated nu-
cleotides (0.40 ¿il/reaction). PCR was performed us-
ing standard conditions in a 25-jxl reaction volume. 
The reaction mixture contained 1 jiM of each oligo-
deoxynucleotide primer, 250 | iM each of- dATP, 
dCTP, dGTP, and dTTP, 2.5 pi 10 * PCR buffer 
(500 mM KCl, 120 mM Tris HC1 [pH 8.0|, 1.5 mM 
MgCI;, and 0.01% gelatin), 0.63 units of AmpliTaq 
(Cecus) DNA polymerase, and 0.4 ill end-labeled 
primer, as stated above. The amplification conditions 
were an initial denaturation at 94°C for 5 min, fol-
lowed by 30 cycles of 94°C denaturation (1 min), 
55°C annealing (1 min) and 72°C extension (2 min) in 
an automated thermal cyder (Perkin Elmer—Cetus). 
Reacrion products (1.5 nO were mixed with 2 til for-
mamidestop solution (U.S. Biochemical*) andelectro-
phoresed in a 6% poly aery I amide DNA sequencing 
gel at 40 W for 3.5 h. Gels were dried and autoradio-
graphed for 2-12 h by exposing them to Kodak XAR-5 
film with either one or two intensifying screens at 
- 7 0 ° C . 
Resul ts 
Ointcaf Spectrum of SMS 
In the present series of 32 patients, there were 14 
males and 18 females. The age range was 1 mo-72 
years, with a mean of 15 years and a median of 10 
years. The mean maternal age was 26 years, and the 
mean paternal age was 30 years. The percentages of 
findings for the most common physical features of the 
26 newly ascertained SMS patients we examined are 
shown in table 2 and are compared with those of the 27 
previously reported patients (Paul and Bartley 1984, 
Smith er a!. 1986; Strarron et al. 1986; Popp et aJ. 
1987; Lockwood et al. 1988; Colley et al. 1990; 
HamUl et al. 1990). 
The most common physical findings were brachy-
cephaly with flat midface, broad nasal bridge, brachy-
dactyly, and short statuce (usually 2 -3 SDs be low d* 
mean for age). Clinical symptoms included failure to 
thrive in infancy and limitation of movement at the 
elbow, which in some eases was documented to be 
associated with radioulnar synostosis. Common but 
less consistent physical abnormalities included promi-
nent forehead, synophrys, prognathism, posteriori)1 
rotated ears, low-set ears, and/orothet ear anomalies. 
Abnormalities seen in a smaller percentage of patients 
were congenita) heart defects (primarily ventricular or 
atrial septal defects) in 31% and cleft lip and paiatein 
7%. Less common findings included cutaneous syn-
dactyly of the fingers or toes, microcornea, iris cok> 
bom a, and craniosynostosis. Another unusual and 
striking feature noted in the older children, adoles-
cents, and adults was a hoarse, deep voice, which was 
noted in 82% of the patients in the present study. 
Of the 32 patients evaluated, pes planus or pescawis 
was noted in 48 %, and 24% had scoliosis. A total ol 
17 (55%) of 31 patients had clinical signs, indtiding 
significantly decreased or absent deep-tendon reflexes 
and insensitivity to pain, which suggested peripheral 
neuropathy. A summary of the presumed neuropathic 
changes and nerve-conduction studies in these patients 
is shown in table 3. On the basis of previous psycho-
metric testing (in most cases), the SMS patients 
showed varying degrees of MR, with the majority fall-
Table 2 
SMS (<M I7pll.2) Physical Feature, 
% of Proportion <if Proportion (%) %<rf 
Repotted Reevaluated New Total 
Physical 1'atients1 Patients I'auents Fauna 
Feature (N - 21] (N = 61 (N = 261 <N = Jj) 
Flat midfiM 95 6 / 6 24 /26 (92) 9* 
B«chy«fpha ly 96 S/6 21/26 (31) 83 
Prominent forehead 81 1 /6 1 6 / 2 6 ( 6 2 ) 64 
Broad f i j u l bridge, 76 4 16 23/26 (88) 31 
Prominent jaw 38 416 15/26 (58) 51 
Ear abnormalities 67 5 / 6 17 '26 (65) 6t 
Btachydactfly SI 5 /6 2 1 / 2 6 ( 9 1 ) H 
Limitation at elbow NE 3 / 6 5 / 2 2 ( 2 3 ) 29 
Pei plaiuis/cavus NF. J / 6 11 /23 (4B) <1 
Scoliosis NE 3 /6 4 / 2 3 (17) & 
Congenital heart defect J S 1 /6 6.-21 (Z9) 31 
' NE - not Spojticatiy e*ainiiKd fur in other studies. 
Table 3 
Cltoeal Signs Sugg«*Civ« of Pe r iphe ra l N e u r o p a t h y and Peronea l NCY In If SMS P>t i«mi 
STATUS OF* 
PERONEAL 
N E R v E -CON D I C T I O N * PATIENT Pes Cavus OR Decreased or In^cnsitivity 
(Age in years) Pes Planus Scoliosis Absent DTR to Pain VELOCITY ( M / J ) 
JJ-200 (8) • «• * R39.4 and L45.9 
J6-203* (4) + - — - 62.5 
J7-20S (1?) • N D ND N D 
64-U9 (10) + - + _ N D 
<5-241 {16) + - 4- 51 
«6-244 (20) - - * _ N D 
¿7-246 (21) + - * • _ 55 
TF-248 (FI) - _ _ 58 
49-251 (U) + + 59 
71-255 (14) • - _ + N O 
7J-26S (4) - - - • SO 
78-280 (2) - - + 68.7 
79-213*08) + _ _ 65 
94-362 (72) - «- - 44 
95-363 (40) + »- - + 51 
W-364 (26) - - * - 49 
IOO-J89 (2) + ND ND ND 
112-474 (35) - ND • N D 
112-475 (20) * « - — ND N D 
• + = Present; - = absent ; N D = not determined. 
k Nurmal value, a* mran t SD in 1 20 n f r v n f rom 60 patients why were 1 ( m e a n 41) yean and who had no apparent 
¿«ease of the peripheral nerves with site of stimulation below the knee, w i s 48.3 ± 3.9 (Kimura 1989). 
* Had no significant signs of peripheral neuropathy, but peroneal nerve-conduction velocity was measured. 
iiig within theinoderace range. Other neurobeliavioral 
abnormalities included infantile hypotonia, seizures, 
develop mental delay with speech delay greater than 
motor delay, conductive hearing loss, and hyperactiv-
ity (table 4). Sixty-two percenc of patients had symp-
toms of a sleep disorder which manifested as difficulty 
tailing asleep, difficulty staying asleep, and frequent 
awakening during the nighr. both one previously re-
ported patient (patient 2 in Stratton et al. 1986) and 
one of the present study's patients (64-239) had ab-
sence of REM sleep, documented by polysomnogra-
phy. Self-destructive behavior was noted in 67% of 
patients. This behavior consisted of head banging, 
wrist hiring, onychotillomania (pulling out fingernails 
and toenails) and polyembolokoilamania (insertion of 
foreign bodies into body orifices). 
Several of the physical and behavioral findings ei-
ther appeared to be more noticeablc with increasing 
age or demonstrated an age-dependent penetrance; these 
included frontal prominence, prognathism, brachy-
dactyly, and the hoarse voice, in addition, facial fea-
tures appeared to coarsen somewhat with age. Al-
though onychotillomania was uncommon under 5—6 
years of age, in some patients self-destructive behav-
iors such as head banging and wrist biting were noted 
as early as the second year of life. 
Five patients were of particular note. Patient 55-
200, a 9-year-old severely mentally retarded boy with 
cleft lip and palate and congenital heart defect (patient 
2 in Smith et al. 1986), had clinical evidence of a 
peripheral neuropathy including decreased deep-ten-
don reflexes in the arms, absent reflexes in che legs, 
a stork-leg deformity of che legs, and prominent pes 
cavus. Nerve-conduction scudies showed a velucicy of 
39.4 tn/s in the right common peroneal nerve and 
45.9 m/s in the left (table 3). The right and left pero-
neal nerve had increased distal latencies (R = 4.02 
milliseconds; L = 5.12 milliseconds) and decreased 
base-to-peak amplitude (R = 1.5 K; L = 2.J K). 
.Sural sensory-nerve responses w e r e absent bilaterally. 
Patient 92-357 had del(l7Xpl 1.2pl2) - a deletion in-
volving I7p l l .2 —but did not have a phenotype simi-
lar to those of the other patients, and die only consis-
tent findings were broad nasal bridge, shorvscature, 
Table 4 
SMS (4«l I7p l l .2 ) B«havioraVF«inctioiul F*a«ur«t 
% of 
Report wl 
Pa dents ' 
Behavioral /Functional Feature» ( N = 21) 
Proportion of Proportion % of 
Reevaluated (7„) of New Total 
Patient Patients Partem» 
(N = 6) (N = 26] (N = 53) 
Infantile hypotonia 7 1 2 / 5 8 / 1 5 ( 5 3 ) 6 6 
Seizures 3 2 1 / 5 5 / 2 4 ( 2 1 ) 3 0 
Short s t awre /FTT 6 1 5 / 6 2 1 / 2 3 ( 9 1 ) 7 8 
Speech delay 9 2 4 / 4 2 1 / 2 2 ( 9 5 ] 9 8 
Conductive hearing IOJS 5 8 4 / 5 1 2 / 1 8 ( 6 7 ) 6 7 
Hoarse, deep voice 6 2 4 / 5 I S / 1 8 ( 6 5 ) 74 
Hyperactivity . - 9 2 5 / 5 1 5 / 2 3 (65) 82 
Sleep disorder 31 1 /3 1 5 / 2 3 (651 51 
Possible peripheral neuropathy ... N E 4 / 5 1 3 / 2 6 ( 5 0 ) 55 
Sel{-destructive behavior 7 3 J / 6 1 5 / 2 4 ( 6 3 ) 7 0 
' NE - not specifically examined for in earlier soldi« (i.e.. Smith et al. 1982 ,1986 , Patil and B a n k j 
1984; Stratton n al. 1986; Popp ei al. 1987; l.iickw.iod ei al. 1988; Colley el al. 1990; Haroill et al. 
1990). 
speech delay, hoacve voice, and hyperactivity. Patient 
93-360 had an apparently balanced translocation — 
4<5,X Y,t(2:17)(p25.3; 11.1), with a breakpoint in the 
Smith-Magenis region—involving chromosome 2 and 
chromosome 17. He had relatively mild physical find-
ings similar to those seen in SMS patients and had 
some behavioral problems, including hypeiactivity 
without self-destructive behavior. Patient 94-362 (pa-
tient 8 in Smith et al. 1986), 72 years of age at the time 
of the present study, was noteworthy for being the 
oldest patient in our study. Patient 112-474 was clini-
cally diagnosed as having SMS and subsequently was 
confirmed, by high-resolution cytogenetic analysis, to 
havedel(17)(pl 1.2), demonstrating that SMS is a clin-
ically recognizable syndrome. 
SMS Is Associated with Oe'etkm uf Proximal 
17p ONA Markers 
All the patients repotted here had cytogenetic evi-
dence of a DNA rearrangement involving 17p 11. Pre-
vious cytogenetic analysis revealed del{l7)(pll.2) 
ill all but three patients. Patient 93-360 had translo-
cation t(2;17)(p25.3pll.l) with one breakpoint in 
17pl l , while two patients, 92-357 and 1 0 0 - 3 8 9 , had 
deletions that appeared to extend distally [del(17) 
(pll .2pl2)) by cytogenetic analysis. In order both to 
define the deletion interval common to most SMS pa-
tients and to identify patients who had novel deletion 
intervals, genomic DNA isolated either from periph-
eral lymphocytes or from Epstein-Barr virus—trans-
formed lymphoblastoid cell lines was examined by 
Southern analysis using several ptoximal 17p DNA 
markers as probes. Each DNA marker displays one or 
more RFLPs (table 1) after digestion of genomic DNA 
with the appropriate enzyme(s). RFLP analysis wis 
then used to determine deletion status, with parental 
DNA being used as a control when it was availabk. 
The data are tabulated in figure 1. A plus S ign indicates 
the presence of the DNA marker, while a minus sign 
indicates deletion of that DNA marker in that patient. 
A boldface plus or minus sign indicatesa fully informa-
tive RFLP analysis, while the plain plus and minus 
symbols indicate deletion status determined by mea-
suring the dosage of an allele by using densitometry 
Five DNA markers—FG-1, pYNM67-R5, clJlS, 
pA10-41, and pSfi.l HB2-were deleted in almost all 
SMS patients. These markers appear to define a region 
critical to the SMS phenotype. Analysis of the deletion 
status of these and additional 17p markers in individ-
ual SMS patients revealed the following: (1) I'atient 
92-357 was deleted for the four markers pA10-41, 
pS6.1-HB2, EW401, and E W 4 0 S but not for FG-1, 
pYNM67-R5, or cl 516, indicating a more distal dele-
tion when compared with the other patients. Thus, 
the:* data suggest that FG-1, pYNM67-K5, mi 
cl 516 are proximal markers in the critical SMS re-
gion, that pA10-41 and pS6.1-HB2 are distal in the 
critical SMS region, and that EW401 and EW4QJjk 
distal to the SMS critical region. (2) Except for patient 
92-357, the majority of the patients were not deleted 
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F i g u r e I Deletion status of I7p DNA markers in SMS patients. An idiogram illustrating both the short arm of chromosome 17 and 
the relative position ol individual markers is shown on the left. Marker order, Itom VAW409R3 distal, is taken from ihe published genetic 
map of Wright et al. (1990), except for 1 SI 7 , whose precise position with respect to flanking markers is not known. The order of markers 
proximal to VAW409R3 is from the present study and is based on the deletion analysis of SMS patients, especially 92-357, and of hybrids 
DH110-D1 and MH22-6. Within the deletion interval encompassed by 1516, YNM67, AlU-41. and S6.1HB2, the relative order of 1516 
with respect to YNM67 and of A10-41 with respect ioS6.1-HB2 cannot be determined from this analysis. Informative analysis for marker 
FG-1 (D17S446) was determined by (GT) . polymorphism analysis as in fig. 3. A blank space within the region encompassed by DNA 
markers EW301-S6.1-HB2 represents data which were not informative. For most markers distal to VAW409R3, except for EW401 and 
EW405 where patient 92-357 was deleted by a fully informative analysis, only fully informative heterozygous individuals are listed. If more 
than one marker was used at a specific locus (e.g., c l 5 1 6 and pl516-R4 at D17S258; VAW409R1 and VAW409R3 at D17S122) or if 
more than one polymorphism was recognized by a single probe (e.g., LW301. pYNM67-R5, pA10-41, and pS6.1-HB2), a cumulative 
deletion status was scored. The first two columns illustrate the results obtained with the 17p DNA markers by using human chromosome 
17-retaining somatic-cell hybrids. MM22-6 retains an intact human chromosome 17 as its only human complement, while 88H5 retains 
the distal portion of 17p with a breakpoint in the SMS region. The other 31 columns are from individual SMS patients. The - / + designation 
at the S6.1-HB2 locus for patient 68-248 reflects an apparent deletion, by densitometry, with one polymorphism but not with the other. 
Further studies, using somatic-cell hybrids, arc in progress. 
for EW301, EW401, EW402, EW403, EW404, 
EW405, VAW409R1, VAW409R3, VAW410R1, 
VAW411R2, VAW412R3, EW502, and EW503. (3) 
Patient 93-360 (with a 2;17 translocation) was found 
not to be deleted for any of the markers studied. (4) 
Patient 94-362, the oldest patient, appeared to be de-
leted for only one DNA probe, FG-1. 
Parental Origin of Deletion 
Since SMS is purportedly caused by a de novo dele 
lion of chromosome 17 in a parental gamete, we 
sought to determine whether the deletion occurred 
preferentially in the paternal or maternal gamete. Pa-
rental origin of the deletion was determined by follow-
ing the inheritance of polymorphic alleles, as shown 
in figures 2 and 3. Examples of fully informative 
Southern analyses of patients and parents are shown 
in figure 2, while similar fully informative (GT)„ poly-
morphism analyses are shown in figure 3. The parental 
origin of the deletion could be determined in 15 pa-
tients. The deletion was paternally derived in nine in-
dividuals and was maternally derived in six individu-
als. Within this group of 15 patients, there appeared 
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F i g u r e 2 Paternal origin of deletion in SMS patients. Genomic DNA from 13 SMS patients and their parcnt(s) was digested wiih 
the indicated restriction endonudease and subjected to Southern analysis with the indicated probe. Panels 1 - 6 , HmdIII-digested DNA from 
patients 5 S - 2 0 0 , 57-206, 79 283, 105-420, 110 468, and 115-479 respectively, that was hybridized to 1516. Panels 7-10, Mipl digested 
DNA f r o m pat ients 75-266,65-241. 52-147, and 78-280, respectively, that was hybridized topS6.1-HB2. Panels 11 and 12, Ta<?l-digested 
DNA f r o m pat ients 64-239 and 69-251. respectively, thai was hybridized to pYNM67-R5. Panel 13, Mipl-digested DNA from patient 
92-357 t h a i w a s hybridized to EW405. The pedigree structure is shown abov- each autoradiography A triangle above a symbol identifies 
the parent w h o was the origin of the deletion. The sizes of the alleles are shown on the left of each blot. The arrow depicts the deleted 
allele in t h e SMS patient. The blots shown are the results obtained using a DNA marker that gave a fully informative analysis. 
viduals w i t h paternally derived and individuals with 
maternal ly derived deletions. 
D i s c u s s i o n 
SMS, associated with an interstitial deletion of the 
short a r m of chromosome 17, was first described in 
1982. Although the number of patients reported is 
relatively small, there are likely many unreported pa-
tients w h o will be ascertained with improvement in 
techniques for high-resolution cytogenetic banding. In 
Harris C o u n t y , Texas, over a 2-year time period, we 
have detected four infants with this deletion, sug-
gesting a minimum birth prevalence of approximately 
1 / 2 5 , 0 0 0 . Thus, SMS may be more common than 
cri-du-chat syndrome (del 5pl6) (Niehbuhr 1978), 
which has an estimated frequency of 1/50,000, and 
about as common as Prader-Willi syndrome (del 
15ql2) (Burd et al. 1990). On the basis of the fre 
quency of SMS, our preliminary investigations indi-
cate that this syndrome may be a relatively common 
cause of MR, because of deletion of a specific chromo-
somal region. 
As determined in the present study, clinical findings 
in SMS patients were dysmorphic features including 
brachycephaly, broad nasal bridge, mild synophrys, 
posteriorly rotated or low-set ears, prognathism, and 
brachydactyly. Clinical symptoms of the patients in-
cluded failure to thrive in infancy, short stature, infan 
tile hypotonia, developmental delay, and subsequent 
MR with speech and language delay greater than mo-
tor delay. Variable features included cleft lip and/ 
or palate, congenital heart defect, microcornea, and 
craniosynostosis. Self-destructive behavior, particu-
larly onychotillomania (pulling out fingernails or tot 
nails) was common in older individuals. Other self-
B 
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Figure 3 Parentalorigindeterminedby(GT),polymorphism 
i t the D17S446 locus. The (GT). polymorphism associated with 
the D17S446 locus is shown for patienis 108-429 and 114-476 and 
[heir parents. Note that patient 108-429 has not inherited one of 
the maternal alleles at this locus, while patient 114-476 has not 
inherited one of the paternal alleles at this locus. 
destructive behaviors, such as head banging, wrist 
biting, and polyembolokoilamania (insertion of for-
eign bodies into various body orifices) were less spe-
cific for this disorder. About two-thirds of patients 
had sleep disturbance, and two patients studied by 
polysomnography had absence of REM sleep. 
Onychotillomania due to picking or manipulation 
of the nails is a condition which has been reported (a) 
in association with either delusion of infestation or 
depressive neurosis or (b) as an isolated finding (Sait 
et al. 1985; Colver 1987). SMS patients have more 
severe manifestations of onychotillomania in that they 
have been observed to extract the entire nail from the 
nail bed. The severe expression is probably related to 
what has been observed in many SMS patients: relative 
insensitivity to pain. This insensitivity to pain may 
be a consequence of peripheral neuropathy, altered 
emotional response to pain, or both. This type of ony-
chotillomania may be relatively specific to this dis-
order. 
Absence of REM sleep is a rare disorder, and its 
effects are uncertain (Hobson 1990). Although 62% 
of patients in the present study had clinical histories 
of sleep disorders, thus far only two patients have had 
formal sleep evaluations; and both of these patients 
were found to have absence of REM sleep, without 
any exposures to medication. The behavioral abnor-
malities in SMS patients may be related to decreased 
REM sleep. The observation of the absence of REM 
sleep in SMS patients suggests that this may be due to 
a loss of a gene, involved in sleep function, that maps 
to 17pl 1.2. The association between absence of REM 
sleep and CMT1A has previously suggested the possi-
bility that a gene associated with REM sleep is in prox-
imity to the CMT1A locus (Tandan et al. 1990). 
RFLP analysis with polymorphic proximal 17p 
DNA markers demonstrated five markers deleted in 
the majority of SMS patients; these five markers are 
FG-1 (D17S446), pYNM67-R5 (D17S29), c l516 
(D17S258), A10-41 (D17S71), and pS6.1-HB2 
(D17S445), which define a region critical to SMS. Pa-
tient 92-357 was found to have a deletion which had 
one breakpoint within the critical SMS region and 
which extended telomerically, to involve DNA mark-
ersEW401 (Dl7S61)and EW405(D17S121). Results 
obtained with this patient enabled us to order some of 
the proximal 17p markers (fig. 1). Indeed, his pheno-
type had some overlapping SMS features, as well as 
some unique features which likely result from genes 
which map within the telomeric extension of his dele-
tion. The translocation t(2;17Xp25.3;pll . l) patient 
93-360, although not deleted for any of the proximal 
17p markers studied thus far, displayed subtle clinical 
features of SMS, most notably the distinct behavioral 
disturbances. This suggests that he may have a submi-
croscopic deletion within the region—but that it is not 
encompassed by any of the markers used in the present 
study. Alternatively, the phenotype may result from a 
position effect secondary to juxtaposition of 17pl 1.2 
genes to a different environment, or the translocation 
may interrupt a single critical gene in this region. By 
densitometric analysis, patient 94-362 appeared to be 
deleted for only one proximal 17p marker; studies 
using somatic-cell hybrids to confirm this finding are 
in progress. It is interesting that she is the longest-lived 
patient and had less severe clinical problems, lending 
support to our hypothesis that the extent of hemizy-
gosity in this patient may be lower than that in other 
SMS patients, although we cannot rule out a cryptic 
translocation of some proximal 17p material in this 
patient. 
The DNA markers deleted in SMS patients are 
linked to CMT1A (Raeymaekers et al. 1989; Vance 
et al. 1989; Chanceetal. 1990; McAlpineetal. 1990; 
Middleton-Price et al. 1990; Patel et al. 1990a, 
1990¿>). CMT1A is the most commonly inherited pe-
ripheral neuropathy characterized clinically by (a) ab-
sence of deep-tendon reflexes, (b) distal muscle wast-
ing resulting in either pes cavus or pes planus and in 
a claw-hand deformity, and (c)distal sensory neuropa-
thy (Lupski et al. 1991a). CMT1A is characterized 
electrophysiologically by decreased nerve-conduction 
velocity (Kimura 1989; Lupski et al. 1991a). SMS 
patients demonstrate clinical signs suggestive of a 
peripheral neuropathy, but their peroneal motor-
nerve-conduction velocities were normal, except for 
patient 55-200. Recently, we have demonstrated that 
CMT1A is completely linked and associated with a 
large DNA duplicadon in proximal 2 7p, a duplication 
which appears to encompass VAW409R3, VAW-
412R3, and EW401 (Lupski et .al. 1991b}. These 
markers border the SMS deletion region. It is interest-
ing that patient 92-357 is deleted for EW40I, one of 
the markers apparently duplicated in CMT1A, and 
yet displays no clinical signs of peripheral neuropathy. 
In a number of human genetic disorders, the pheno-
typic express ion of the disease may depend on paternal 
or maternal inheritance of the mutation (Hall 1990). 
It has been hypothesized that genomic imprinting is an 
epigenetic process that marks the paternal or maternal 
chromosomes involved in such parental effects. Geno-
mic ftnprintiag has been implicated in Prader-Willi 
and Angdman syndromes, both caused by cytogenetj-
cally indistinguishable deletions of bands ql L-<j 13 of 
chromosome 15. Molecular studies appear to indicate 
that, while Angelman syndrome is due to a deletion of 
the maternal allele, Prader-Willi syndrome is caused 
by a deletion of the paternal allele (Nicholls et al. 
1989; Williams etal. 1990). The extent to which im-
printing effects on the human genome may be dis-
cerned through the study of the parental origin of che 
deleted segment in microdeietion syndromes remains 
to be determined. We analyzed 15 SMS pedigrees by 
analysis of DNA polymorphisms associated with 17pl 1 
markers which were fully informative for parental ori-
gin of the deletion. Nine of the deletions were of pater-
nal origin, while six were of maternal origin. The clini-
cal phenotype was similar, regardless of parencal 
origin of the deletion. Although furthe» clinical studies 
ate needed to investigate this hypothesis, the variabil-
ity of the SMS phenotype does not appear to be associ-
ated with parental origin of deletion. These results are 
simUar to those in a series of Miller-Dieker syndrome 
patients who have deletion of discal 17p (Dobyns et 
al. 1991). 
In conclusion, in addition to the characteristic pre-
viously described features, 5MS appears to be a con-
tiguous-gene microdeletion syndrome which is as-
sociated with del(17J(pll.2) and which can include 
clinical signs of peripheral neuropathy, self-destruc-
tive behavior, a/id sleep disorders or abse«ce of 
REM sleep. A DNA re A r r a n g e m e n t l e a d i n g ro the 
deletion of several contiguous genes in I7p l l .2 is 
likely the molecular mechanism undedying de novo 
del(17)(pll.2). It is interesting that other DNA re-
arrangements including duplications (Magenis et al. 
1986) and translocations (Schrander-Stumpel ct al. 
1990) have been reported for the 17pll .2 region. A 
complete physical map of 17pl 1,2 may be developed 
by utilizing the present study's patients to construct a 
deletion mapping panel—and then correlating this 
with yeast artificial chromosome contigs and also with 
a pulsed-field gel electrophoretic restriction map. This 
should enable identification of deletion breakpoiiusia 
individual patients and is a means to examine mecha-
nisms of DNA rearrangements in man. It will also 
enable both delineation of specific genes which map 
to this region and correlation of the genotype with che 
phenotype in individual SMS patients. 
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Summary 
Charcot-Marie-Tooth disease type 1A (CMT1A) was 
localized by genetic mapping to a 3 cM interval on hu-
man chromosome 17p. ONA markers within this inter-
val revealed a duplication that is completely linked and 
associated with CMT1A. The duplication was demon, 
at rated in affected individuals by the presence ol three 
alleles e t a highly polymorphic locus, by dosage differ-
ences at RFLP alleles, and by two-color f luorescence 
in situ hybridization. Pulsed-field gel electrophoresis 
of genomic ONA from patients ol different ethnic ori-
gins showed a novel Sacll fragment of 500 kb associated 
with CMT1A. A severely a fleeted CMT1A offspring 
from a mating between two affected Individuals was 
demonstrated to have this duplication present on each 
chromosome 17. We have demonstrated that failure to 
recognize the molecular duplication can lead to misin-
terpretation of marker genotypes for effected individu-
als, identification of false recombinants, and Incorrect 
localization of the disease locus. 
Introduction 
Charcot-Marie-Tooth disease (CM T) is an inherited pe-
ripheral neuropathy in humans with involvement of both 
the motor and sensory nerves (Charcot and Marie, 1886; 
Lupski et al., 1991) and a prevalence rate of i in 2500 
(Skre, 1974) Most families demonstrate autosomal domi-
nant MendeMan segregation, although autosomal reces-
sive and X-tinked forms of the disease have been reported 
{McKusick, 1990). The most common lorm of the disease, 
CMTtypei (CMT1), is characterized by distal musde atro-
phy, decreased nerve conduction velocities (NCV), and 
a hypertrophic neuropathy onnervebiopsy.CMTI i sin lie r-
rted as an autosomal dominant disease, the clinical ex-
pression ol which is age dependent and the penetrance 
of which is nearly complete (Bird and Kraft, 1978). The 
average age at onset of clinical symptoms is 12.2 ± 7.3 
years. Recent studies provide convincing evidence that 
abnormal NCV (<40 m/s) is highly diagnostic of CMT1 and 
isa 100'* penetrant phenotype that is essentially indepen-
dent of age (Lupski et al., 1991). 
CMT1 displays marked clinical variability both within 
and between families, suggesting genetic heterogeneity. 
Since the molecular basis of this disorder is unknown, 
linkage studies are indispensable for mapping the gene(s) 
responsible for CMT1 and to ascertain whether multiple 
genes, multiple alleles, or both lead to the clinical variation 
in symptoms. Genetic linkage studies in large pedigrees 
(see Lupski et al.. 1991, for review) suggest the existence 
of at least three distinct loci causing CMTt: the CMT1A 
locus maps to human chromosome 17 (region p11-p12) 
(Vance et al.. 1969; Raey makers et al., 1989: Middleton-
Price et al., 1990; Timmerman et at., 1990: McAlpine et 
al . 1990, Chance et al , 1990; Pateletal. . 1990a, 1990b; 
Vance et a l , 1991); the CMT1B locus maps to human 
chromosome 1 (region q23-q25) (Bird et al., 1982), and a 
third type is unlinked to both the CMTt A and CMT16 loci 
{Chance et a l . 1990) 
These studies provide the basis for isolating the disease 
gene(s) by virtue of map position Positional cloning exper-
iments can be aided by the existence of patients with spe-
cific chromosomal DNA rearrangements. However, no 
Chromosomal anomaly, indicative of genomic DNA re-
arrangement , has been described in CMT1A patients. We 
have now identified a ONA duplication in CMTiA. By a 
series of molecular and genetic methods, we demonstrate 
complete linkage and association of this duplication in 
seven multigereratianal CMT1A pedigrees and in several 
Isolated, unrelated patients. The DNA duplication is trans-
mitted to affected offspring without recombination, but fail-
ure to recognize this duplication leads to incorrect interpre-
tation of the marker genotypes ol affected individuals and 
an incorrect localization of the disease gene, The disoov-
ery of this DNA rearrangement is an important step toward 
(he identification of the gene(s) involved by positional clon-
ing and has implications for disease diagnosis in individu-
als without a firm family history. Our findings implicate a 
local DNA duplication, a segmental trisomy, as a novel 
mechanism for an autosomal dominant human disease. 
Results 
RFLP and Family Studies 
Seven large families segregating autosomal dominant 
CMT1, as evidenced by vertical male-to-male transmis-
sion, were identified. Six of these families, HOU1 (Patei et 
al.. 1990a), HOI)2. HOU42 (Patel et al., 1990b), HOU85, 
HOU1 
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HOU88. and HOU89, are of French-Acadian origin, while 
HOU76 is an Ashkenazic Jewish family (Figure 1). To ac-
curately map the CMTt A gene in these pedigrees, 17 DNA 
polymorphisms localized to the proximal region of chromo-
some 17p and a highly polymorphic marker an chromo-
some i q w«re studied. In view of the demonstrated genetic 
heterogeneity, we required that each family provide inde-
pendent evidence of linkage to a specific chromosomal 
region. Initial linkage analysis was restricted to the large 
families H O J t , HOU2. HOU42, H0U85,and HOU69(Fig-
ure i). Families HOU76 and HOUBS were too small to 
include or exclude linkage to a specific location but were 
useful in the association study described below. 
The pooled evidence for linkage (LOD scores) from all 
five pedigrees, the maximum likelihood estimates of the 
recombination value (0) between CMT1 and various ge-
netic markers, and the peak LOO scores (Z) tor nine loci 
are shown in Table 1. The immunoglobulin receptor FcyRII 
on chromosome tq shows complete linkage to CMT1 in a 
large Indiana kindred (R. Lebo. personal communication) 
and is diagnostic of CMTiB. None of our families show 
linkage to FcyRII (§ - G.5,2 - 0 0. Table 1) Individually, 
each pedigree showed negative LOO scores (data not 
shown), and logether these families exclude linkage lo a 
region 20 recombination units (8 = 0.20) on either side of 
FcyRII. 
Linkage analysis was performed using the I7p probes 
LEW301. YNM67-R5, 1516. A10-41. S6.1-HB2, 1517, 
MYH2. and »541. All markers except 1541 showed LOO 
scores exceeding 3 0 (Table I), and all loci except MYH2 
and 1541 showed recombination values of 4.8% or less, 
demonstrating tight linkage ol the disease to the 17p re-
gion. Each individual family, except HOU42, showed a 
LOO score of 3.0or greater with o r e or more DNA markers 
in this region (data not shown), HOU42 showed a peak 
LOD score of 2.9 at 0 = 0 with the DNA probe YNM67-R5. 
Statistical tests on all the marker data suggested that the 
disease locus in these laniilies mapped to the same loca-
tion on chromosome 17p and segregated CMT1 A. Forlur 
ther confirmation, we calculated the peak multipoint LOO 
score for each family, including HOIM2. with respect to 
the map LEW301 —YNM67-R5—A10-41 —MYH2 using 
the computer program CRI-MAP; these LOD scores were 
6 27,3 79, 3 98,4 28. and 4 84for HOU1, HOU2, HOU42, 
HOU85, and HOU89, respectively, and confirmed their 
classification as CMTtA families. 
The DNA probes MYH2and 1541, located on distal chro-
mosome 17p, demonstrated loose linkage to CMT; conse-
quently, multiple recombinants between the disease and 
these markers are observed in each family. On the other 
hand, only five recombinants wore detected for the mark-
ers closely linked to CMT1A. Ot these, LEW301 and 1516 
show no recombinants. However, individual 89-401 in 
HOU89 is recombinant for YNM67-FI5, individual 85-326 
in HOU85 is recombinant for A10-41 and S6.1-H62 (same 
event detected), individual 1-13 in HOU1 is recombinant 
for S6.1-HB2, and individual 2-413 and one of the spouses 
of 2-439 in HOU2are recombinant for 1517 The order of 
the doselv linked 17p DNA probes is LEW3Q1 -(YNM67-
R5, 1S16)-(A10-41, S6.1-HB2)-1517 and covers a dis-
tance of 9.9 CM. The five families contain approximately 
108 meioses, which for the LEW301-1517 interval should 
contain 9.7 ± 3.1 recombinants. The observed number of 
recombinants (5) is well within expectations (x* « 2.30, 1 
degree of freedom, P > 0.10). These recombinants sug-
gest that CMTIAis localized between LEW301 and 1517, 
which corresponds to an interval of approximately 10 mil-
lion bp, assuming that recombination is uniform in the hu-
man genome. In the following section we report isolation 
of a highly informative (GT)„ polymorphism that detects 
multiple alleles in CMT1A patients. Genotypes at this locus 
are also provided in Figure 1, 
sor. 76-272, of apparent genotype BE. but shows a double dose foe allele E. Since dosage differences were nol always reproducible from PCH, 
we scored absolute number o> alleles visualized v the avmxadiograo^. The disease statu» ot all au>sk individuals was determined by NCV 
measurements » i in ine e*ception of individuals 1 -as, 1 - l i , I -47. 1-72. f .73. and 1-70. who were diagnosed By clinical examination only Note (he 
nutlear family ot individuals 42-331. 42-332. 42-333, where a mating occurs betweert two effected ndiviOuals CMTl A »«gregatss witti thn alleles 
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Figure 2 Detection o l Three Alleles with the Marker RM11-GT in CMT 
Patients 
(GT), genotypes obtained by PCR analysis were scored as described 
in the legend to Figure 1 The genotypes are indicated below ihe pedi-
grees. with Ihe slash indicating Ihe pair o l alleles segregating with 
CMT1A in each nuclear family. Shadow bands thai differ Irom Ihe 
primary bands in size by multiples ol 2 bases are invariably seen with 
dinucleolidc repeat polymorphisms, however, even without special 
precautions it is possible to read the genotypes unambiguously (We 
ber, 1990) (A) represents a nuclear family where CMTif l patients 
88-338 and 88-340 exhibit three (GT). alleles The patients 88-339 and 
88-380 are partially informative with respect to the number of (GT). 
alleles, but Ihe higher intensity o l allele E in each o l these patients 
suggests a double dose for this allele. (B) shows inheritance o l three 
alleles in CMT patients from a nuclear lamily o l Ashkenazic Jewish 
descent, in contrast to the other lamilies. which are of French-Acadian 
descent. 
A (GT)„ Po lymorph ism at the D17S122 Locus 
Demonstrates a Dupl icat ion Associated 
w i th CMT1A 
We screened CMT1 A-linked 17p DNA probes for the pres-
ence of simple sequence repeats such as (GT)„. which 
are known to be highly polymorphic and can be rapidly 
analyzed By the polymerase chain reaction (PCR) (Weber 
andMay, 1989, Li t tandLuty, 1989). (GT)„ sequences were 
identified in several probes, one of which. RM11-GT. was 
identified from VAW409R1 located at Ihe D17S122 locus 
(Wright et al.. 1990). This marker maps to 17p11.2-p12 
and is also closely linked to CMT1A (Vance el al., 1991). 
The five large French-Acadian pedigrees segregating 
CMT1A and the two small kindreds of French-Acadian 
(HOU88) and Ashkenazic Jewish (HOU76) descent were 
genotyped for RM 11 -GT, Genotype data from two nuclear 
CMT1A families within HOU88 and HOU76 are shown in 
Figure 2. These data demonstrate a striking observation: 
six of eight CMT1A individuals show three (GT). alleles 
(e.g., individuals 88-340, 76-352), but all unaffected indi-
viduals are either homozygous or heterozygous for (GT), 
alleles In certain matings, only two (GT), alleles were seg-
regating and thus only two (GT)„ alleles could be detected 
in the aflected child. However, careful examination of Ihe 
autoradiograph often revealed that one of the two (GT)„ 
alleles was present in two copies (e.g., 88-339, 88-380 in 
Figure 2A) These data indicate that CMT1A palients of 
French-Acadian (Figure 2A) and Ashkenazic Jewish (Fig-
ure 2B) descent have three copies of the D i 7S122 locus, 
suggesting a duplication of this locus in CMT1A patients. 
Genotypes for RM 11 -GT for all seven CMT i A pedigrees 
are shown in Figure 1 and demonstrate that three RM11-
GT alleles are present only in affected individuals and are 
never observed in 53 unaffected offspring and 31 unaf-
fected spouses. The transmission of this duplication isalso 
highly specific. By considering all completely informative 
RM 11-GT matings, such as ABC x DE, we observed 45 
cases of transmission of the duplicated allele from affected 
parents to affected offspring and 18 cases where the af-
fected parent transmitted a single allele to their normal 
offspring. In these matings, none of the unaffected off-
spring received the duplicated DNA segment and none 
of the affected offspring received a single allele from the 
affected parent. Thus, in 63 fully informative meioses the 
duplication was faithfully transmitted to (he affected off-
spring and without recombination with the normal chromo-
some (LOD score, 2 = 18.96 at 8 = 0.0). 
Dosage Di f ferences at an Mspl RFLP Detected by 
Probe VAW409R3 at the D17S122 Locus Conf i rm 
t h e CMTIA-Spec i f ic Dupl icat ion 
The demonstration of three copies of D i 7S122 in CMT1A 
patients by (GT), allele analysis led us to examine the 
dosage of polymorphic Mspl alleles at this locus. Two Mspl 
restriction fragment length polymorphisms (RFLPs) are 
detected by the marker D17S122 (Wright et al., 1989; 
Vance et al 1991) by Southern blot analysis using 11 kb 
(VAW409R1) and 2.1 kb EcoRI (VAW409R3) subclones of 
phage VAW409 as standard two- and three-allele RFLPs, 
respectively. Dosage differences that followed Mendelian 
inheritance were observed in CMT1A patients using the 
probe VAW409R3, as shown in Figure 3. 
The Mspl genotypes in a nuclear family of pedigree 
HOU85 are shown in Figure 3A. The unaffected father 
(85-301) has genotype BB, and his unaffected daughters 
(85-326 and 85-312} have genotype AB. The aflected 
mother (85-302) and her affected sons (85-303 and 85-304) 
also have genotype AB. but inspection of the autoradio-
graph shows clear dosage differences between the two 
alleles such that 85-302. 85-303. and 85-304 have geno-
types AAB, ABB, and ABB, respectively. The VAW409R3 
genotypes in Figure 3A also show that the CMT1A chromo-
some harbors both an A and a B allele and that the AB 
combination segregates in a Mendelian fashion. 
Comparative Southern analysis of eight unrelated 
CMT1A patients (Figure 3C) and control individuals (Fig-
ure 3D) with the probe VAW409R3 is also shown. The most 
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strates Dosage Differences o l Polymorphic Al-
leles in C M T l A Patients 
(A) Southern analysis o l Mspl-digested geno-
mic DNA from a nucleai family (HOU85) wi th 
H i u a i U i W i U U Ihe probe VAW409R3 (D17S122). Southern 
analysis was conducted on S ug of genomic 
UNA as described (Patei et al., 1990a) 
— A Squares and circles represent males and te-
• • — B males, respectively Note Ihe difference in the 
— — C relative intensity of alleles A and B in CMT pa-
tients (85-302. 85-303. 05-304) versus una<-
lected individuals (85-301. 85-312. 85-326). 
(B) Southern analysis with a probe Irom outside 
It— ~ — A the duplication regK>n. The Southern Mot Irom 
2-7 • • I I M a a « — B (A) was rehybridized with trie control probe 
10*5. representing Ihe myosin heavy chain lo-
cus in 17p 13 (Schwartz et a l . 1986 Nakamura 
et al.. 1988) N o difference in Ihe intensity of 
Ihe polymorphic alleles was noted. 
(C) Southern analysis o l Mspl d igesled geoo 
19 ^ — ^ q mic DNA Irom eight unrelated C M T l A patients 
with the probe VAW409R3 (D17S122) Note 
the presence of three polymorphic alleles in 
lanes 1 - 3 This genotype dear ly illustrates Ihe duplication, bu l was oOseived in only 3 of 131 CMT1A patients. Lanes 4 - 8 show individuals who 
had two polymorphic alleles and in whom a duplication could be discerned by noting the di l ference in the relative intensity o l one allele when 
compared to that o l Ihe other allele. This Southern blot was rehybridized with a control VNTR probe. VNH24 from chromosome 2 (Naliamura el 
al.. 1987). and showed no dilference in Ihe intensity ol the polymorphic alleles (data not shown). 
(D) Southern analysis of Mspl-digested genomic DNA Irom eight control individuals vnih ihe probe VAW409R3. Note Ihe lack o l dosage dit leience 
between alleles in ail individuals. 
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common examples of inlormative CMT1A individuals are 
shown in lanes 4 - 6 (genotype ABB) and lanes 7 and 8 
(genotype AAB). The presence of an extra allele can be 
noted in individuals of AAB and ABB genotypes by com-
paring the ratio of the hybridization signal for one allele 
to the other. Lanes 1 - 3 in Figure 3C represent C M T l A 
individuals who were fully informative for Ihe RFLP and 
demonstrated three polymorphic alleles resulting in a ge-
notype ABC. Three copies of the allele could also be noted 
in affected individuals of genotype AAA or BBB when the 
signal from a control probe was used for normalization 
(data not shown). 
To confirm this observation. 103 CMTl A patients from 
seven families (Figure 1) as well as 26 other unrelated 
patients were examined by Southern blot analysis with 
VAW409R3. Dosage of alleles was determined by visual 
examination and densitometry of autoradiographs or by 
quantitation of total radioactivity in each allele using a Be-
fascope analyzer (Sullivan e t a l . 1987). Dosage was deter-
mined only in individuals who were heterozygous for the 
RFLP since Ihe results were most reproducible and reli-
able in such cases. Seventy-six CMT1A patients were het-
erozygous for this RFLP and were conclusively demon-
strated to have three copies of the D17S122 locus. In con-
trast. none of 63 controls (27 unaffected at-risk individuals 
with normal NCV and 36 controls with no family history 
of CMT) who were heterozygous for this marker showed 
dosage differences for this RFLP, suggesting that the ge-
notype with dosage differences was specific to CMT1A 
patients (x* » 48.72; P < 10 '). Similar dosage dilferences 
were observed with the marker VAW40DR1 (data not 
shown). 
Demonstration of Two (GT)„ Alleles in Mspl 
Fragments Showing Dosage Differences 
We next demonstrated that the Mspl alleles present in two 
copies by dosage differences in CMT1A patients contain 
two (GT), alleles, using preparative gel separation of the 
polymorphic alleles (Bedford and van Helden, 1990). Mspl 
alleles revealed by VAW409R1 (D17S122) showing dos-
age differences in CMT1A patients, and from which the 
marker RM 11 -GT was derived, were separated on agarose 
gels and used as templates for PCR amplification of 
RM11-GT. The analysis required affected individuals to 
have three distinguishable (GT)„ alleles and that these indi-
viduals be heterozygous for the Mspl RFLP. 
Figure 4A displays representative data from a nuclear 
lamily within kindred HOU42. The unfractionated genomic 
DNA Irom these individuals as well as their separated Mspl 
allelic fractions were genotyped for RM11-GT. Figure 4B 
indicates that in each instance, a patient with a polymor-
phic allele of double intensity had two (GT). alleles, 
whereas a single (GT)„ allele was evident in the other poly-
morphic allele showing normal intensity in the patients and 
in all unaffected individuals. 
Homozygosity for the Duplication Mutation 
in a Severely Affected Individual 
A severe clinical phenotype has been previously reported 
in an individual who was the product of a consanguineous 
mating between first cousins aflected with CMT and hy-
pothesized to represent homozygous expression of a dom-
inant gene for CMT (Ktllian and Kloepter. 19/9). A small 
nuclear family within pedigree HOU42 (Figure 1) demon-
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Figure 4. Demonstration o l Two (GT). Alleles in Polymorphic Mspl 
Fragments at the D17S122 Locus Showing Double Dosage by Allele 
Separation 
(A) A 5.3 kb Mspl fragment from within VAW409RI at the D17SI22 
locus was hybridized lo a Southern blol of Mspl-digested DNAs from 
a nuclear family Irom HOU42. The RFLP genotypes based on dosage 
of alleles are indicated at the lop of the autoradiograph. Measurement 
of total counts in each band using the Betascope analyzer (Sullivan el 
al., 1987) confirmed this visually determined genotype. Note that the 
aftected individuals 42-218 and 42-225 nave two copies of the A allele 
and one copy of the B allele Examination o l Mendelian inheritance in 
this kindred indicated thai the disease segregates with the alleles AB 
(B) An agarose gel similar lo that in (A) was prepared, and Ihe regions 
corresponding lo alleles A and B. respectively, were cul out and Ihe 
allelic fractions genolyped lor (GT). alleles as described in Experi-
mental Procedures. The products obtained with undigested DNA from 
each individual are shown in the lanes idenlil ied by the identification 
number of Ihe individual, and those obtained from the corresponding 
A and B alleles are shown in the lanes marked A and B. Note that the 
A allele of individual 42-218 and 42-225. which is p iesenl in two copies 
shows Iwo (GT). alleles whi le all o lhei alleles are present in a single 
copy a n d show one (GT). allele. 
the two affected offsprings ol this mating (42-333) demon-
strated a severe clinical phenotype including early onset 
(<1 year) and markedly reduced motor NCV (~10 mis vs. 
affected 20-40 m/s; unaffected >40 m/s). Examination of 
the segregation of 17p markers in HOU42 demonstrated 
that individual 42-333 had inherited two CMT1A chromo-
somes. The (GT)„ alleles A and E segregate with CMT1A 
in the families of both the affected mother and affected 
father. The (GT)„ genotype of individual 42-333 is AE and 
suggests that she inherited a CMT1A chromosome from 
each of her parents. Her sister. 42-332. has inherited one 
chromosome with the duplication genotype AE and has a 
less severe clinical phenotype. 
For further confirmation, somatic cell hybrids relaining 
individual chromosome 17 homologs from patient 42-333, 
her affected mother (42-331), and her affected sister (42-
f i —¡— 3 
c T ^ 





Figure 5. Demonstration of a Homozygous C M T i A Patient by (GT). 
Analysis of Chromosome 17 Homologs Separated in Somatic C e l Hy-
brids 
The chromosomes 17 of patients 42-332 and 42-333, offspring ol a 
mating between two affected individuals, and o l Iheir affected mother, 
42-331, were isolated in somatic cell hybrids as described in Experi-
mental Procedures Positive clones from each fusion were screened 
for the identity ol the chromosomes) 17 retained by PCR analysis ol 
the cell lysate with primers lo a polymorphic marker within the gene 
for the P subunit o l the muscle acetylcholine receptor locus in 17p 
Lysates from clones retaining each ol the two chromosome 17 ho-
mologs were analyzed lor Ihe (GT). polymorphism al the D17SI22 
locus. The results ot this analysis ate shown in (A), where the num-
bered lanes relet to the products ootained trom the respective patients 
DNA and the letters a and b identify lanes showing a m p l i c a t i o n prod-
ucts f tom Ihe cortesponding pair of hybrids, each retaining a chromo-
some 17 homolog Irom the respective patient (B) shows the amplifica-
tion products obtained with primers from Ihe acetylcholine receptor D 
subunil gene polymorphic locus in 17p outside Ihe duplication region 
using DNA from patients 42 332 a n d 42-333 and the corresponding 
hybrids illustrating the successful separation ot the chromosome 17 
homologs The disease segregates with the (GT). alleles A and E in 
Ihe families of both the mother and the father of patient 42-333. who 
is homozygous lor the disease chromosome The pedigree symbols 
reflect Ihe scoring of the genotype with respect to Ihe disease allele 
332) were constructed. These hybrids were genotyped for 
RM11-GT. and the results are shown in Figure 5A. They 
confirm Ihe following: first, patients 42-331 and 42-332 are 
heterozygous for the chromosome carrying the duplica 
tion, and second, patient 42-333 is homozygous for the 
duplication, and each chromosome 17 homolog contains 
two copies of the D17S122 locus. This nuclear family lends 
support to the hypothesis that the duplication is responsi-
ble for the clinical phenotype of CMT1A and lhat CMT1A 
is a semidominant mutation, since homozygosity for the 
duplication results in a more severe clinical phenotype 
PFGE Analysis Identi f ies a Novel Sacll Fragment 
in CMT1A Patients 
To define this duplication more precisely and obtain an 
estimate of its size, we performed long-range restriction 
mapping using pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) 
(Schwartz and Cantor. 1984). The restriction enzymes 
Notl. Mlul, Sacll, and Nrul were used to digest DNA from 
similar size in CMT 1A patients of French-Acadian and Ash-
kenazic Jewish origin. 
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Figure 6 An Addi l ional Sacll Allele Is Identified in CMT1A Individuals 
by PFGE 
(A) Lymphoblasts Irom live CMT IA patients (lanes l - S ) and seven 
unaffected control individuals (lanes 6 -1?) were used f ix pieparat ion 
ot plugs as described (Weslerveld e t a l . 1971) Approximately one-fifth 
of each plug (4 ug of ONA) was digested with Sacll end eleclropho-
resed in a C H E F I I O R PFGE apparatus (Bio Rad) for 24 hr in 0.5 x 
TBE buffet using pulse times ol 5 0 - 9 0 s ramp at 200 V. The Southern 
blot was hybridized with the probe VAW409R3 as described (Patei et 
al.. 1990a) with the exception thai 0 5 mg/ml human placental DIMA 
was used for pieassociat ion o l repeals in the p iobe The patients used 
were individual 76-270. 76-272. 42-332. 42-333. and 42-286 in lanes 
1 Ihrough 5. respectively. The additional PFGE fragment of approxi-
mately 350 kb in patient 76 272 is sometimes faintly visible in other 
lymphoblastoid cel l l ines and may represent a methylation artifact It 
does not demonstrate Mendelian inheritance Note thai lane 4 shows 
ihe pat lern for i he homozygous patient 42-333 
(B) PFGE plugs were prepared f iom lymphocytes isolated from Ihe 
whole blood of related affected and unaffected individuals. They were 
digested with Sacll and electrophoresed, and the result ing Southern 
blot was hybridized as described above Note the Mendel ian inheri 
tance of Ihe novel 500 kb Sacll allele m affected individuals. 
affected and control individuals to identify altered and/or 
novel fragments in CMT1A patients Two Sacll fragments 
of 600 kb and 550 kb, which are either polymorphic alleles 
or variants arising as a result of methylation differences, 
were seen in 16 control individuals using VAW409R3 as a 
probe (Figure 6A, lanes 6 -12 , and further data not shown). 
However, a novel 500 kb Sacll fragment was seen in 
C M T l A patients of French-Acadian and Ashkenazic Jew-
ish origin (Figure 6A), and this Sacl l fragment showed 
Mendelian inheritance (Figure 6B). These results suggest 
the presence of a large genomic DNA rearrangement o l 
FISH Analysis Reveals a Dupl ica t ion in Nuclei 
of CMT1A Patients 
Two-color fluorescence in situ hybridization (FISH) in in-
terphase nuclei (Lawrence et al., 1990; Trask et al., 1991) 
provided direct visualization of duplicalion of the VAW409 
locus in CMT1A patients. VAW409 and a control probe 
from 17p11.2 (c1516) were hybridized in a blind study to 
nuclei from C M T l A patients 2-440 and 42-331 and unaf-
fected controls 42-289 and 76-271. The hybridization sites 
of VAW409 and C1516 were labeled with red and green 
fluorochromes, respectively. Because DNA replication 
can result in double hybridization signals in interphase, 
C1516 was included to identify cells that contained only 
two single hybridization sites for this probe and, therefore, 
had not replicated the C M T l A region. 
A total of three red VAW409 sites (two near one of the 
C1516 sites and one paired with the second C1516 site) 
were observed in the majority of these cells from the 
CMT1A patients (60% and 5 9 % in 2-440 and 42-331. re-
spectively) but in few cells from unaffected individuals (3% 
and 6% in 42-289 and 76-271. respectively). In contrasl. 
only one VAW409 hybridization site was paired with each 
single c1516 sife in the majority of cells from unaffected 
individuals (90% and 79% in 42-289 and 76-271, respec-
tively). The nuclei Irom the homozygous patient 42 333 
were similarly subjected to FISH analysis and demon-
strated a total of four red VAW409 sites, two paired with 
each green c1516 site (Figure 7) Lymphoblasts from an 
addilional three C M T l A patients and four control individu-
als, for a total of six patients including one from the Ashke-
nazic Jewish family and six controls, were included in a 
blind study to determine the relative number of hybridiza-
tion siies of VAW409 and C1516. In each case, the pres-
ence of a duplicated region in CMT1A patients was con-
firmed. This s iudy demonstrates that duplications can be 
readily detected in interphase nuclei using FISH. 
Consequences of the Dupl ica t ion o n L inkage 
Analys is for CMT1A Gene Local izat ion 
Genetic mapping in the CEPH reference families (Daus-
set, 1986) localizes probe VAW409 between A10-41 and 
MYH2 at a distance o l 1 3 c M from A10-41. In Table 2, LOD 
scores between CMT1A and polymorphisms detected by 
probe VAW409 are presented. W h e n scored as disomic 
allelic systems, the recombination value between CMT1A 
and VAW409R3 is 7.3% and surprisingly higher than the 
other closely l inked C M T l A markers. There were six re-
combinants with this probe, three each in families HOU85 
(85-312,85-320,85-326) and HOU89 (89-342,89-343, and 
89-344). These recombinants were surprising since they 
were clustered and greater in numbet than the five pre-
viously detected with other 17p markers-spanning 9.9 cM. 
The observation of dosage differences detected by VAW-
409 clarified not only the occurrence of a DNA duplication, 
but also that failure lo account for this duplication in linkage 
analyses produces false recombinants. 
This important phenomenon is illustrated in Figure 8A 
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Figure 7 . F I S H A n a l y s i s o l l n t e r p h a s e N u c l e i t r o m C M T I A a n d Normal 
Indiv iduals with V A W 4 0 9 and C1516 
F o u r lymphoblas lo id cell lines were analyzed in a b l ind s tudy by F ISH 
as descr ibed (Trask e l al . 19911 Interphase nuclei p repara t ions w e r e 
hybr id ized s imul taneously with biot inylatod probes V A W 4 0 9 R 1 a n d 
V A W 4 0 9 R 3 a n d d igox igemn labeled cosmid c l 5 1 6 , w h i c h maps l o 17p11.2. The hybr id izat ion sites of VAW409 and C1516 w e r e labeled 
w i t h Texas red and f luorescein, respectively, and v i e w e d together 
t h r o u g h a double band-pass lilter The hybridizat ion pat te rn of C1516 
w a s used as an internal assay lor Ihe repl icat ion status of the p rox ima l 
17p region. The nuclei shown are representat ive o l Ihe p redominan t 
hybr id iza t ion pat tern observed in each sample in t e rms of I h e relat ive 
n u m b e r o l red and g reen sites. The di f ference in Ihe hybr id iza t ion 
pat te rn of patient a n d contro l samples was not d u e to d i f fe rences in 
hybr id izat ion eff ic iency; the fract ion of nuclei lacking a V A W 4 0 9 s ignal 
pa i red w i th one or both C1S16 sites was similar in all cel l l ines (9<M>-
1 7 % ) (a) a n d (b) represent C M T 1 A pat ients 2-440 a n d 42-331. respec-
t ively; (c) represenls a normal control , 42-289; (d ) rep resen ts Ihe homo-
zygous C M T 1 A patient 42-333. Bar > 5 urn. 
with the VAW409R3 Mspl RFLP data from a nuclear family 
from HOU85. II dosage differences arc ignored, the af-
fected mother has genotype AB with the A chromosome 
carrying the CMT1A mutant gene; the unaffected father is 
BB. Since all nine offspring are AB but si* are affected 
and three are unaffected, the unaffected individuals are 
recombinant. (Note thai the segregation of nine AB off-
spring Irom a BB x AB mating is in itsell a low probability 
event [P = 0.002].) Dosage differences suggest instead 
that the affected mother's genotype is AAB, with the mu-
tant gene-bearing chromosome containing the two alleles 
AB. The si* affected offspring have genotype ABB based 
on dosage, while the three unaffected offspring have geno-
type AB. Consequently, the affected parent transmitted 
the AB and A alleles to her affected and unaffected off-
spring, respectively, and no recombinants are evident. A 
similar situation pertains to the three clustered recombi-
nants in pedigree HOU89 
The VAW409R3 data were recoded as trisomic allele 
systems and the data reanalyzed by linkage analysis. This 
analysis (Table 2) based on dosage (VAW409R3d) shows 
no recombination between this marker and CMT1A at a 
LOD score of 31.08 (Table 2) in 103 informative meioses 
Similarly, a second Mspl RFLP detected by the DNA probe 
VAW409RI also demonstrates dosage differences and re-
combination with CMT1 A; taking dosage into account, this 
probe (VAW409R1d) shows complete linkage to CMT1A 
at a LOD score of 17.56 in 58 informative meioses. 
The genotypes for RM11 -GT were also used for linkage 
analysis. CMT1A in Ihese pedigrees shows complete link-
age to RM 11-GT at a LOD score of 36.74, with no recombi-
nants being evident in 122 informative meioses. Individu-
ally. each family showed peak LOD scores of 3.0 or 
greater,exceptHOU76(2 = 2 01)andHOU88(Z = 2.19); 
these latter families have seven informative meioses each. 
Thus, taking dosage differences into account at VAW-
409R1, VAW409R3, and RM 11 -GT, locus D17S122 shows 
complete linkage lo CMTI A 
Multipoint linkage analysis of CMT1A using the map 
A10-41 — ( 1 3 cM)—RM11-GT—(11.7 c M ) - M Y H 2 was 
then performed using the program LINKAGE to calculate 
confidence limits on the location of CMT1A The peak 
multipoint LOD score was 34.5; the CMTi A locus had the 
maximum likelihood position at RM11-GT, between A10-
41 and MYH2 All other intervals were excluded with odds 
of 10": 1 or greater. The approximate 95% confidence lim-
its on the CMT1A location defined a 3 cM interval con-
taining the probe RM11-GT. A more extensive analysis 
using the markers LEW301-YNM67-R5-A1CM1-RM11-
GT—MYH2 and the program CRI-MAP verified the place-
ment of CMT1A at locus RM11-GT and between the 
probes A10-41 and MYH2 with odds exceeding 1000:1 
Tab le 2. L O D Scores between DNA Markers wi th in the Dup l ica t ion Muta t ion and C M T i A 
Recombinat ion Value 
Marker 0 0 0 0 0 5 0 10 0 2 0 0 .30 0 4 0 è 1 
4 0 9 R 3 — OO 6.75 6 7 6 5 6 0 3 .89 1.98 0.073 6 8 6 
409 R3d 31 08 28.26 25 3 5 1 9 2 3 12.67 5 70 0.000 31.08 
409R1 - oe 5.34 4 81 3 4 2 1.99 0 7 2 0.027 5 .46 " 
4 0 9 R 1 d 17.56 15.86 14.21 1 0 5 5 6.86 3 .10 0.000 17.56 
RM11-GT 36 74 31 76 2 9 9 6 2 2 67 14 85 6 4 7 0.000 3 6 74 
L O D scores at the D I 7 S 1 2 2 marker locus. 409R1 and 4 0 9 R 3 refer to tho M s p l RFLPs scored without dosage between alleles, t h e sul f ix "d" refers 
to scor ing of V A W 4 0 9 Msp l R F L P s with dosage, and R M 11-GT refers to the (GT). repeat po lymorph ism. T he R M 11-GT l inkage analysis also includes 
H O U 7 6 a n d H O U 8 8 
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Figure 8 Consequences o l Dupl icat ion Muta-
lion on Linkage Analysis 
(A| A nuclear family of pedigree H O U 8 5 show-
ing the misclassif icalion o l the VAW409R3 
Msp! RFLP. Shown below the pedigree symbol 
in descending order are the identi f icat ion num-
ber ol the Individual and the VAW409H3 geno 
type scored without and wi th considerat ion of 
dosage of the alleles, respect ively Segrega-
tion of marker alleles demonst ra tes that individ-
ual 85-302 carries the A allele on the CMT1A 
chromosome if dosage is ignored but Ihe AB 
allele on me CMT1A ch romosome i l dosage 
is considered Individuals 85-312, 85-320, and 
85-326 appear as recombinants with VAW-
409R3; however VAW409R3d shows that this 
is due to misclassification. 
(B) Multipoint l inkage mapp ing of CMT1A on a 
genetic map o l chromosome 17p. The locus 
positons ot the markers are indicated on the 
horizontal axis The height o l the curves repre-
sents the relative l ikel ihood of locat ion (LOO 
score) at any specif ied point a long Ihe map 
When dosage differences are ignored (VAW-
409R3). the most likely posit ion of Ihe CMT1A 
flene is proximal to LEW301; however, the 
nM11-QT locus data clearly p lace C M T t A at 
RM11-GT 
The failure to account for dosage differences at a two-
allele RFLP in linkage analysis, when it exists, leads to 
misinterpretation of the parental origin ot alleles, as shown 
in Figure 8A. These errors appear as multiple, clustered 
(within sibships) recombination events that rcduce the 
LOD score and increase the recombination value between 
the disease and the marker. More importantly, when these 
errors are included, multipoint linkage analysis can seri-
ously distort the positioning of the disease locus. This dra-
matic effect is shown in Figure 8B, where we present the 
multipoint LOD score for CMT1A versus a fixed map of 
the markers LEW301-YNM67-R5-A1CW1-VAW409R3/ 
RM11 -GT - 1 5 1 7 - M YH2. Figure 8B shows the multipoint 
LOD score curve for two analyses using CRI-MAP that 
are identical except that VAW409 was first coded as a 
two-allele RFLP without dosage (VAW409R3) and a sec-
ond lime using the RM11-GT polymorphism. Using the 
(GT)„ polymorphism, the multipoint LOD score is 31 4 and 
correctly places the CMT1A locus at VAW409. The 95% 
confidence limits on the CMT1A location define a 3 cM 
interval around the (GT)„ locus. On the other hand, ignor-
ing the duplication produces a peak LOD score of 26 81 
and incorrectly places CMT1A 1 cM proximal to LEW301. 
The 95% confidence limits on this location define a 6 cM 
interval around LEW301. Not only do these two confidence 
intervals fail to overlap, but the two LOD scores have an 
odds difference of 10'6 ! Furthermore, the correct location 
of CMT1 at VAW409 is 50 times less likely than the incor-
rect location when dosage at VAW409R3 is not scored. 
The misclassification leads to multiple recombination 
events with VAW409 and thus places the CMT1A locus 
toward LEW301. with which no recombinants were ob-
served. 
Discussion 
We have demonstrated that CMT1A is associated with 
a DNA duplication using (GT), polymorphism and RFLP 
analysis, FISH analysis, and isolation of parental chromo-
somes in somatic cell hybrids. Three polymorphic markers 
at the D17S122 locus have displayed this duplication, 
namely. VAW409R3, VAW409R1. and RM11-GT. and in 
each case there isa perfect correlation between the dupli-
cation genotype and the CMT1A disease phenotype 
PFGE suggests that the duplication includes a large geno-
mic region. We have shown that failure to understand the 
molecular nature of the polymorphism leads to the mislo-
calization of CMT1A and reduced evidence for linkage. 
Preliminary data by RFLP analysis and dosage of polymor-
phic alleles indicate that two additional markers, VAW-
412R3 (D17S125) and EW401 (D17S6T) (Wright et al., 
1990). which are linked to VAW409, may also be dupli-
cated, while other CMT1 A-linked markers do no! appear 
to show evidence for duplication 
The demonstration of an autosomal dominant inherited 
mutation involving DNA duplication in multiple families is 
unprecedented. Several tines of evidence suggest that this 
duplication isrosponsibleforiheCMTlA phenotype. First, 
the duplication mutation was observed only in CMTt A pa-
tients and not observed in €3 control individuals. Second, 
the duplication was demonstrated in CMT1A patients ol 
French-Acadian descent as well as Ashkenazic Jewish 
origin. Third, a severely affected offspring of a mating be-
tween two affected individuals was shown to be homozy-
gous for the duplication. 
An important consequence of our study is the use ol 
RM11-GT for CMT1A diagnosis With the determination 
of dosage at the D17S122 locus in CMT1A patients, the 
positive predictive value ol this DNA-based diagnostic test 
is likely to increase dramatically. Furthermore, the novel 
Sacll fragment observed by PFGE analysis as well as two-
oofor FISH of fymphob lasts or fresh lymphocytes may also 
be useful diagnostic methods for CMTI A. The availability 
of highly polymorphic markers similar to those demon-
strated in (his study from most regions of the human ge-
nome may enable the detection of segmental trisomy as 
the molecular basis for other human diseases. 
"Ríe mechanism by which a duplication could result in 
the CMT phenotype isunknown, but possible mechanisms 
for the disease phenotype include the following: first, over-
expression of one or more genes in the region (dosage 
effect): second, interruption of a candidate gene at the 
duplication junction leading either to an altered gene prod-
uct with a dominant deleterious ettect or to an absence of 
the gene product, thus resulting in decreased levels, third, 
occurrence of a stable dominant mutation in one of the 
duplicated candidal« tjenes that results in a gen« product 
with a deleterious effect; and fourth, a change in the physi-
cal location of Ihe gens(s) within the duplication region, 
leading to altered regulation of gene expression, second-
ary to a position effect. The human gene for the p subunit 
of the muscle nicotinic acetylcholine receptor has recently 
boon mapped to the J7pf f .2-p)2 region (Beeson ec al., 
1990). This receptor plays an important role in signal trans-
duction at the neuromuscular junction. Using a highly poly-
morphic marker with in thisgene{OS1-0GT), wehavedem-
onstrated that it lies outside the duplication region (data 
not shown) However, the genes far the subunits of the 
neuronal acetylcholine receptor tend to locate in clustered 
arrays (Boulter «(al., 1990). It is thus possible that altered 
expression ol one or more of such receptor subunits could 
result in an altered stoichiometry of the subunits and lead 
to CMT. 
The mechanism by which the duplication mutation arose 
is unknown. De novo mutations that include deletions and 
duplications have been observed in the proximal region of 
(he short arm of chromosome 17 (Smith etai., 1986; Strat-
ton et al., 1986; Magenis et al., 1986). It is possible that 
the same recombination mechanisms that result in micro-
deletion on one chromosome homolog can result in dupli-
cation on the reciprocal homolog. Hecent studies on chro-
mosomal duplications in Escherichia cali and humans 
have demonstrated that duplication junctions occur in re-
gions containing repetitive exfragentc palindromic (REP) 
sequences (Sh yam ala et al., 1990) as well as near Alu 
sequences (Kornreich et al., 1990; Devlin et al., 1990) 
Mutations at the Bat locus in Drosophila melanogastsr are 
gain ot function and semidominant (Undsioy and Zimm, 
1985) and are frequently associated with a tandem dupli-
cation of chromosome bands 16A1-A7 (Bridges. 1936). 
Recent molecular analysis has suggested that there is a 
transposaOle element (B1Q4) located at the duplication 
junction. It has been proposed that this element is involved 
in the generation of the duplication, DNA sequencing anal-
ysis of the junctions of the 8104 element support a model 
whereby the duplication is generated by a recombination 
event between two B104 elements, one in 16A1 and the 
other in 16A7(Tsubc1aet al., 1989). A detailed analysis of 
the CMT1A duplicated region, particularly the duplication 
junctions, in CM I~1 A patients ol varied ethnic origin may 
clarify lire molecular mechanism for generating this dupli-
cation. 
Some probable animal models for CMT are the mouse 
mutants trembler (Tr, dominant) (Falconer, 1951) and 
trembler-J(7r'. semidominant) (Green, 199$). These mice 
exhibit a demyellnating neuropathy with decreased NCV 
similar to CMT1, and their mutations map to mouse chro-
mosome 11, which is syntemc with human chromosome 
17. It will be interesting to determine il the candidate dis-
ease locus is duplicated in these mice as in humans. Deter-
mination of the molecular basis of CMTI A will be possible 
by definition of the limits of the duplicated region, facili-
tated by identifying overlapping genomic clones that span 
the region and identifying candidate expressed sequences 
that map within the duplication. Ultimate confirmation of 
this finding may require expression of the candidate mu-
tated region in transgenic mice and observation of (he 
phenotype. 
Experimental Procedures 
Cl in ica l Evaluat ion and s a m p l i n g o f Famil ies 
Al l available at-nsk members ol pedigrees mere subjected to a thor-
ough cfinicaf and elsetrophysfoiogicai examination in pedigree HOUI , 
NCVs mere in i t ia l / determined <jnly lot clinically affected individuals. 
Further evaluation indicated that the dmically unaffected individual« 
1-13,1-37. and 1-36 had abnormal NCVs: therefore, the disease status 
ot these individuals is different from that reported tn the original pedi-
gree (Patel et n ' , 1990a). In all of her pedigrees at-risk individuals, 
whether clinically affected or unaffected, hao motor NCVs determined. 
O iagnos iso 'CMTl waseslabl ished Dy skjwefl median and ulnar motor 
NCVs bilaterally (<40 m/s). A single normal motor NCV of Itie peroneal 
nerve excluded Ihe diagnosis of C M T I in patients S years ot older. 
Blood was collected from each participating family member, under 
informed consent, and u s « i to establish EBV-transformed lympho-
blasts (Anderson and Gusella, 1984) and for isolating high molccutar 
weight U N I (Miller et al.. 1989) i h e variable numbers of tandem 
repeat locus YNH24(D2S4 ' ) (Nakamura eta ' . , 1367a, I987b| , In addi-
t ion to the marker loci used in linkage analysis, were used to chec* 
parental origins for each individual in Ihe seven pedigrees in Figure I 
Some parental exclusions were detected; these individuals were not 
incorporated in the linkage analysis. 
L inkage Ana lys is 
The chiumoscme 17p markar scorn prise 17 standard RF LPs and were 
detected using nine ONA probes and Southern analysis ae-prevwusly 
d e s a i b e d (Palei et al., 1990a. 1930b). The ONA probe FcrR I'(chromo-
some 1q) was studied by Southern analysis lo exclude linkage to chro-
mosome LOO score analysis used ( w j point or mu ' l rpcn t mefhods 
(Moron . l9Sb;On, i y«5 ; Lathropand Laiouei, 19881 and thecor i ipuer 
program-! LINKAGE version 4 7 (La th ropand l alouel. 19«S)andCRI-
M A P version 2.4 (On nis-Keller el a1 1987) CMTI was considered as 
a fully penetrant autosomal dominant trait with a mutant gene fre-
quency of 0.0001. The following markers, where alleles were codomi-
nant systems with frequencies as described in the literature, were 
used: LEW301 (Dl7S58)(Fain etaf.. 1987). pA10-41 (D17S71) (Barker 
et al., 1987); pYNM67-R5 (D17S29) (Ray et al., 1990); C1516 
(D17S2S8) (Palel et al., 1990a); p1516-H4 (D17S258) (Franco et al., 
1990); pS6.1-HB2 (D17S445) (Patel et al , 1990b); C1517 (D17S259) 
(Patel et al.. 1990a) Mspl allele lengths = 6.2/4.0/2.4 kb; C1541 
(D17S260) (Patel e ta l . ,1990a) Bglll allele lengths - 3.4/2.0 + 1.4 kb; 
Hindll l 14.0/13.0 kb; BamHI 11.0/7.6 kb (allele lengths for probes 
C1517 and C1S41 reflect changes from the original report); p10-5 
(MYH2) (Schwartz et al., 1986; Nakamura et al.. 1988); VAW409R1. 
VAW409R3 (D17S122) (Wright ef al.. 1990); FcyRII, HFc3.0 (FCG2) 
(Hibbs et al., 1988; Grundy et al., 1989). 
Hapfotypes were constructed for multiple DNA polymorphisms de-
tected by the same DNA probe, except for VAW409, and assumed to 
be equifrequent, as were the alleles at RM11-GT. For markers with five 
or more alleles, haplotypes were recoded into four-allele systems (Ott, 
1978). LOD scores Z(8) at assumed recombination values (9) of 0.0, 
0.05, 0.10, 0.20, 0.30. and 0 40 were calculated for individual pedi-
grees and pooled The maximum likelihood estimate of 9 (9) and the 
peak LOD score (Z = Z(6)) were estimated using the ILINK program 
in LINKAGE. Linkage was accepted if the LOD score was 3 or greater; 
the exclusion criterion was a LOD score of - 2 (odds 100:1 against 
linkage) at a specified recombination value. Approximate 9 5 % confi-
dence intervals an location were calculated by including all points on 
a map that have LOD scores at most one unit lower than the peak LOD 
score (Conneally et al.. 1985). 
The x* test of homogeneity (Morton, 1956) with 4 degrees of freedom 
was calculated for each of the eight 17p DNA polymorphisms in Table 
1. The x* values ranged from 0.00 to 7.14 and were not statistically 
significant (P > 0.10). 
The order between the proximal chromosome 17p markers was 
established by analyses of these markers in the CEPH (Centre d'Etude 
du Polymorphisme Humain, Parrs. France [Dausset, 1986)) reference 
families, and from analyses of somatic cell hybrids (Patel etal-, 1990a). 
The distances between adjacent markers in centimorgans were esti-
mated from trie CEPH panel (P Fain, personal communication, 1991) 
except for 1517. whose distance from YNM67-R5 was est imated from 
the f iveCMT 1A kindreds described <n this paper. The map is as follows: 
LEW301 - 2 . 6 CM—[YNM67-R5, 1516) -1 .8 c M - [ A 1 0 4 1 . S6 .1 -HB2] -
1.3 c M — V A W 4 0 9 — 4 . 2 c M - 1 5 1 7 - 7 . 5 c M — M Y H 2 , where I . . . ] in-
dicates markers for which the order is unknown. CRI-MAP is more 
efficient in l ikelihood calculations than LINKAGE, since it ignores popu-
lation allele frequencies and the genotypes of specific individuals in 
analyses. In comparing the results of identical analyses in these five 
kindreds using both CRI-MAP and LINKAGE, a 20% information loss 
was observed for two-point LOD scores but only a 4 % loss for 
multipoint LOD scores. For efficient calculations, only CRI-MAP was 
used for multipoint analysis. 
Detection of (GT)„ Polymorphic Markers 
and Genotype Determination 
(GT)„ repeat sequences were identified by Southern hybridization of 
dot blots of the plasmid or cosmid DNA to synthetic nick-translated 
poly(dC-dA) - poly(cfG-dT) (Pharmacia) using (o-^PldCTP (New England 
Nuclear). Hybridizations were performed in 1 M NaCI, 1% SDS, 10% 
dextran sulfate at 6 5 8 C , and the filters were washed at room tempera-
ture in 2 x SSC, 0 .1% SDS. A (GT)„ repeat sequence was identified 
in an 11 kb EcoRI fragment cloned in p U C l 8 (VAW409R1). A 250 bp 
Haelll fragment contained the (GT)n repeat and was further subcloned 
into pTZ19 (pRMI 1-GT) and sequenced by the dideoxy chain-termi-
nation method (Sanger et al., 1977) using the Sequenase Kit (United 
States Biochemical Corporation). The repeat sequence present in 
pRM11-GT was (TA)s(G"0,7(AT)e. Analysis of 83 unrelated individuals 
identified at least eight different alleles, ranging in size from 153 bp to 
167 bp, with an observed heterozygosity ot 74%. 
For PCR amplification either the GTstrand (CAGAACCACAAAATG-
TCTTGCATTC) or CA strand (GGCCAGACAGACCAGGCTCTGC) oli-
gonucleotide pr imer flanking the (GT)„ repeat sequence was end-
labeled at 37®C in a 15 yl reaction volume containing 1.2 i iM primer, 
100 iiCi of [y-KP]ATP at 6 0 0 0 Ci/mmol. 1 x One Phor-AII Plus buffer 
(Pharmacia), and 10 U of polynucleotide kinase (Pharmacia). The ki-
nase was inactivated at 65 8 C for 10 min and the primer used directly 
in the PCR reaction (0.4 ul per reaction). PCR was performed using 
Standard conditions in a 25 pi reaction volume in a mixture containing 
1 y M each oligodeoxy nucleotide primer, 250 j iM each dATP. dCTP, 
dGTP, and dTTP, 2.5 yl of 1 0 x PCR buffer (500 m M KCl, 120 m M 
Tris-HCI (pH 8.0], 1.5 mM MgCI», and 0.01% gelatin), 0.63 U of Ampli-
Taq (Cetus) DNA polymerase, and 0.4 >il of end-labeled GT primer 
reaction mix. The amplification conditions were an initial denaturation 
at 94 8 C for 5 min followed by 30 cycles of 94 "C denaturation for 1 
min, 55®C annealing for 1 min, and 72°C extension for 2 min in an 
automated thermal cycler (Perkin-Elmer/Cetus). Reaction products 
(1 yl) were mixed with 2 u-l of formamide stop solution (United States 
Biochemical Corporation) and electrophoresed in a 6 % polyacryt-
amide DNA sequencing gel at 40 W for 3.5 hr. Gels were dried and 
auto radiographed for 2 - 1 2 hr by exposure to Kodak XAR-5 film at 
- 7 0 ° C . 
Southern Analysis and Dosage Determination 
Samples (S.S yg) of genomic DNA w e i e digested with 3 - 4 U of the 
appropriate restriction endonuclease under conditions specified by the 
manufacturer. A 0.5 ^ g aliquot was examined by gel electrophoresis 
to determine completeness of digestion. The digested DNAs were 
electrophoresed in a 1 % agarose gel in 1 x TAE buffer (40 mM Tr is-
HCI [pH 8.5], 40 mM sodium acetate. 2 mM EDTA) for ~ 1 6 hr. The 
DNA was transferred to a nylon membrane (Sureblot. Oncor) and hy-
bridized to the probe after preassociation of repeats as described pre-
viously (Patel etal . , 1990b). Dosage of alleles was determined by visual 
inspection of autoradiographs and comparison of the intensity of one 
polymorphic allele to the other within each lane. Alternatively, such 
comparisons were made on autoradiographs using a densitometer 
(LKB Ultrascan) or by direct quantitation of radioactivity in the polymor-
phic alleles on the nylon membrane using the Betascope analyzer 
(Betagen) (Sullivan et al., 1987). 
Allele Separation for PCR Analysis 
Samples (5 yg) of genomic DNA from members of a nuclear family in 
HOU42 were digested with Mspl and electrophoresed in a 1% agarose 
gel in 1 x TAE buffer at 20 V overnight to allow separation of 3 kb and 
6 kb alleles. The gel was sliced to isolate these fractions in a minimal 
volume, and the DNA was purified using Geneclean (810101). Approxi-
mately l /30th of the isolated DNA was subjected to PCR analysis with 
the RM11-GT primers as described before. 
Construction and Analysis of Somatic Cell Hybrids 
Somatic cell hybrids were used to separate the maternal and paternal 
chromosomes 17 of individuals 42-331, 42-332, and 42-333. Hybnds 
were constructed as described by Zoghbi et al. (1989) using a23, a 
thymidine kinase-deficient Chinese hamster cell line (Westerveld et 
al., 1971) as the rodent patent. Briefly, two 100 mm plates were seeded 
with 107 a23 cells per plate 16-20 hr before fusion. The cells were 
washed with Dulbecce's modified Eagle's medium (DMEM). To a 10 ml 
suspension of 5 x 10' lymphoblasts in Hanks' balanced salt solution 
(GlBCO), 250 |i l of a 1 mg/ml phytohemagglutinin (Sigma) solution was 
added. Five milliliters of this cell suspension was added to each plate 
of a23 cells, and the plates were incubated for 15 min at 37°C. The 
solution was aspirated, and 2 ml of 50% polyethylene glycol 1500 
(Boehnnger Mannheim Biochemicals) was spread over the surface of 
the plate. After 1 min the polyethylene glycol was aspirated, and the 
cells were washed three t imes with DMEM and incubated with 10 ml 
of DMEM for 30 min at 37°C. The mediura was aspitated and the plates 
were incubated overnight with 10 ml of DMEM with 10% fetal calf 
serum (FCS). Hybrids were selected by growth in DMEM containing 
10% FCS,0.1 mM hypoxanthine, 0.001 mMaminopter in ,and0.01 mM 
thymidine. Hybrids were isolated with cloning rings 10-14 days later 
and transferred to 24-well microliter plates. 
For analysis of the hybrids, cells from each confluent well were 
collected and lysed by boiling in 30 j i l of 1 x PCRbi i f fer . Three microli-
ters of the lysate was used for PCR amplification with primers flanking 
a (GT), repeat (OS1-PGT) at the locus for the gene for the (J subunit 
of the nicotinic acetylcholine receptor in 17p11.2. The sequence of the 
GT strand primer is AAC TTT ACT AC AGG AG TT AC ACC C, and that of 
the CA strand primer is CTCGAGCCCCCGCATTCAAGAA. The PCR 
was conducted as described before using 3 yl of the cell lysate or 
<100 ng of genomic ONA from the individual patients. The successful 
separation of the chromosome 17 homologs in hyprids was noted by 
comparison of the (GT)„ allele in each hybrid to thai of the correspond-
ing human parent. 
PFGE 
Lymphoblasts were used for preparation of plugs as described (Herr-
mann et al.. 1987). Briefly, exponentially growing lymphoblasts were 
collected and counted using a hemacytometer. The cells were resus-
pended at 1 x 10'/ml in lysis buffer I (0.1 M EDTA, 0.02 M NaCI. 0.01 
M Tns-HCI [pH 7.8]), and an equal volume of 1 % Inceri agarose (FMC 
Corporation) was added. The mixture was ahquoted into plug molds 
kept on ice. The plugs were suspended in lysis buffer II (lysis buffer I 
with 1.0% N-lauroylsarcosine and 2 mg/ml proteinase K). The diges-
tion was carried out at 50®C for 48 hr. The plugs were dialyzed exten-
sively against 10 mM Tris-HCI (pH 7.5), 1 mM EDTA. Approximately 
one-fifth of each plug (4 of DNA) was digested with ~ 2 0 U of restric-
tion endonuclease in a 150 j i l volume and electrophoresed in a 
CHEFII-DR PFGE apparatus (Bio-Rad) for 24 hr in 0.5 x TBE buffer 
using pulse t imes of 50 -90 s ramp at 200 V. The gel was transferred 
to a nylon membrane, and the Southern blot was hybridized with the 
probe VAW409R3 as described above with the exception that 0.5 mg/ 
ml human placental DNA was used for preassociation of repeats in the 
probe. 
FISH 
Two-color FISH was performed as described previously (Trask et al., 
1991). Briefly, VAW409R1 andVAW409R3 were combined and biotin-
ylated using a nick translation kit (BRL). The cosmid C1516 was simi-
larly labeled with digoxigenin (Boehringer Mannheim). The probes 
were mixed and hybridized to nuclei from post- log phase but unsyn-
chronized lymphoblasts fixed on slides after hypotonic swelling and 
methanol-acetic acid fixation. After hybridization, hybridization sites 
of biotmylated and digoxigenin-I a be led probes were labeled with 
Texas red and fluorescein, respectively, by sequential incubation of 
slides, alternated with wash steps, in avidm-Texas red, biotinylated 
goat anti-avid in and sheep anti-digoxigenin antibodies; and av id in-
Texas red and fluoresceinated rabbit anti-sheep IgG antibodies Slides 
were viewed on a Zeiss Axiophot microscope (100 x magnification) 
through a dual band-pass filter (Omega, Brattleboro, VT), which allows 
fluorescein and Texas red to be viewed simultaneously. Slides were 
coded before analysis. Nuclei were scored randomly for the number 
of red and green hybridization sites on each chromosome. Photo-
graphs of representative nuclei were taken on 3M Scotch 640T color 
slide film (15-20 s exposures). 
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S o m a t i c celt hybr ids re ta in ing the deleted chromo-
9 0 m e 1 7 f r o m 15 unrelated Smi th -Magen i s syndrome 
( S M S ) ( d e l ( 1 7 ) ( p l l .2p 11.2)) pa t i en t s were obtained by 
f u s i o n o f pa t i en t lymphoblasts wi th thymidine kinase-
d c f i c i e n t rodent cell lines. Seventeen sequence-lagged 
d i e * ( S T S s ) w e r e developed f r o m anonymous m a r k e r s 
a n d c l o n e d genes mapping to the shor t a rm of chromo-
t o n e 1 7 . T h e S T S s were used to de te rmine the deletion 
s t a t u s o f these loci in these and four previously de-
s c r i b e d h u m a n chromosome 17- re ta in ing hybrids. Ten 
S T S s w e r e used to identify 2 8 yeas t artificial chromo-
s o m e s (YACs) f r o m the St. Louis human genomic YAC 
l i b r a r y . P o u r of the 17 STSs identified simple repea t 
p o l y m o r p h i s m s . T h e order and location of deletion 
b r e a k p o i n t s w e r e confirmed and refined, and the re -
g i o n a l a s s i g n m e n t of several probes and cloned genes 
w e r e d e t e r m i n e d . The cytogenetic band locations and 
r e l a t i v e o r d e r of six m a r k e r s on 17p were established 
b y fluorescence in situ hybridizat ion mapping to meta-
p h a s e c h r o m o s o m e s . The la t ter data confirmed and sup-
p l e m e n t e d the somatic cell hybr id results . Most of t h e 
h y b r i d s d e r i v e d f r o m ( d e l ( 1 7 ) ( p l l . 2 p l l . 2 ) ] pa t ients 
d e m o n s t r a t e d a s imilar pa t t e rn of deletion for the 
m a r k e r loci and w e r e deleted fo r D17S446 , D 1 7 S 2 5 8 , 
D 1 7 S 2 9 . D 1 7 S 7 1 , and D 1 7 S 4 4 5 . However, one of 
t h e m d e m o n s t r a t e d a unique p a t t e r n of deletion. Th i s 
p a t i e n t i s deleted fo r several m a r k e r s known to recog-
n i z e a l a r g e DNA duplication associated with C h a r c o t -
M a r i e - T o o t h <CMT) disease type 1A. These data sug-
g e s t t h a t t h e p rox imal junction of the CMT1A duplica-
t i o n i s c lose to the distal b reakpo in t in ldel(17)(p-
1 1 . 2 p l 1 .2 ) ] pat ients , c m s Ac^tak rr«.tM. 
INTRODUCTION 
R e c e n t l y , much attention has been focused on the 
p r o x i m a l region of the short arm of chromosome 17.Sys-
1 Present address: Dipartimento Di Pediatria, lil Cattedra. Via 
Pansini 5, Napoli, Italy. 
* T o whore correspondence sbould be addressed. 
tematic acquisition of useful reagents for genetic and 
physical mapping in 17p is an important step in under-
standing the structure of this genomic region and the 
identification of genes that are candidates for human 
diseases. At least two clinically important disorders re-
sulting f rom D N A rearrangements have been mapped to 
this region, (i) Charcot-Marie-Tooth disease (CMT; 
Charcot a n d Marie, 1886; Tooth, 1886) type 1A 
(CMT1A), which had been previously mapped by link-
age analysis t o the pericentromeric region of chromo-
some 17 (Raeymaekers et ai., 1989; Vance et al , 1989, 
1991; Middleton-Price et al., 1990; Patel et al., 1990a,b), 
has been recently shown to be associated with a duplica-
tion of markers D17S122, D17S125, and D17S61 in the 
1 7 p l l . 2 - 1 7 p l 2 region (Lupski et aL, 1991; Raeymaekers 
et ai, 1991). Charcot-Marie-Tooth disease, which 
shows a prevalence rate of 1/2500 (Skre, 1974), is the 
most common inherited peripheral neuropathy, (ii) 
Smi th -Magen i s syndrome (SMS) is a recently described 
multiple congenital anomaly/mental retardation syn-
drome t h a t is associated with an interstitial deletion of 
band p i 1.2 of the short arm of chromosome 17 (Smith et 
ai, 1986; S t r a t ton et ai, 1986) and may represent a con-
tiguous gene syndrome (Schmickel, 1986; Greenberg et 
aL, 1991). T h e consistent clinical features of S M S pa-
t ients include -characteristic dysmorphic features, mi-
crobrachycephaly, brachydactyly, short stature, and de-
velopmental delay. Variable clinical features include 
cleft l ip/palate , congenital heart defects, microcornea, 
sleep dis turbances including absent REM sleep, signs of 
peripheral neuropathy, and aggressive and self-destruc-
tive behavior, particularly onychotillomania (pulling out 
of fìnger a n d toe nails) and polyembolokoilamania (in-
sertion of foreign objects into the body). These variable 
features m a y be due to varying extents of deletions in 
different pa t ien ts . 
We init iated the molecular dissection of this chromo-
somal region by constructing a somatic cell hybrid panel 
for efficiently sublocalizing large numbers of chromo-
some-specific probes. In addition, this panel will be use-
0888-7543/92 iA 00 
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ful for identifying the deletion junctions in SMS pa-
t ients (Carlock et aL, 1985; Oberle et aL, 1986). The use 
of a somatic cell hybrid panel for the mapping of DNA 
markers is especially suited for chromosome 17, since 
the construction of somatic cell hybrids is facilitated by 
the presence of the selectable marker thymidine kinase 
(TK). T o conduct deletion analysis of hybrids by the 
polymerase chain reaction (PCR), 17 STSs (sequence-
tagged sites) were developed from probes known to map 
to 17pl l .2-p 12. Fluorescence in situ hybridization 
(FISH) was used to map six loci to cytogenetic bands. 
Using two-color FISH, these loci were ordered with re-
spect to each other to confirm the results of somatic cell 
hybrid analyses. 
The recent development of artificial chromosome vec-
tors (Burke et aL, 1987) has provided a system for clon-
ing several hundred-kilobase fragments of DNA as yeast 
artificial chromosomes (YACs). As a first step toward 
identifying the gene(s) involved in SMS and CMT1A, 
we used the STSs to isolate large genomic clones from a 
human genomic YAC library. These will be used to build 
a contig of YACs spanning the entire chromosomal seg-
ment. In addition, simple repeat polymorphisms were 
identified and characterized in markers from 17pll.2~ 
pl2 , which will be useful for genetic mapping of the re-
gion. 
MATERIALS AND METHOOS 
Construction and eharocterUation of somatic cell hybrids. Standard 
pol> ethylene glycol fusions were performed between lymphoblastoid 
cell l ines from S M S patients (Greenberg et aL. 1991) and a thymidine 
kinase-deficient (TK") hamster cell line. a23 ( W e s t e r n Id et oL, 1971) 
a s described by Lupski et aL (1991). Hybrids from patients 147 and 
254 « e r e constructed using a TK* mouse cell line. C M D . For each 
fusion. 20-30 independent clones were isolated with cloning rings 10-
14 days later and transferred to a 24-well microtiter plate. T h e clones 
were screened for the retention of the maternal or paternal homolog of 
human chromosome 17 by • polymerase chain reaction-based screen-
ing strategy. Cells representing each clone were obtained by trypsini-
sation of a confluent well f rom the 24-weU pUte. One-fifth of the cells 
were washed with Hanks buffered saline and resuspended in 30 of 
b-sis buffer (10 mJtf Tri(. pH 6.4.50 mM KCI, 1.2 mM MgCI. 0.01% 
gelatin, 0.<&% NP-4C,0.<5% T w e t a 20). heated at b i ' C for 1 h and a t 
95*C for lOmin , and cent riftjged for S min to eliminate the debris. On« 
microliter of lysaU from each clone was used in a 100-«•] P C R reactioo 
with S T S s f rom two different loci mapping inside (D17S258) and out-
side (D17S124) the SMS critical region. U was possible to distinguish 
between clones containing the normal chromosome 17, which enabled 
amplification of both loci, and those retaining the deleted 17, which 
enabled the amplification of only one of the two STSs (D17S124). One 
d o n e identified as retaining the deleted chromosome 17 was selected 
b o m each fusion for more detailed analysis and for inclusion in the 
panel. T h e clone was expanded in a T75 flask, and genomic DNA »as 
isolated as described by Miller el oL (1988). 
Four previously described hybrids were also used in this study: by* 
brid D H A 4 . which is a clonal derivative of hybrid DHl 10-D1 from a 
S M S pa t i en t (Pate! et aL, 1990a) and retains only a del(17)(p)1.2) 
chromosome, hybrid HO-11, which retains I7pl3.100 — 17<jt*r (van 
T u i n e n et o l , 1388). hybrid JW-4. which retains 11p\3.10& l ' q t t r 
(van T u i n e n et aL. 1957). and hybrid 88HS, which retains I 7 p u r -* 
pi 1.2 (van TuineD e( aL, 1987). 
S imple sequence repeal! and STS». T o identify ( C T ) . repeat se-
quences within genomic clones from 17p loci, a dot blot of 100 ng of 
DNA from each of the cos m ids or plasmids corresponding to each 
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locus was hybridized with nick- t ransla ted synthetic poly(dC-
dA)-poly(dG-dT) (Pharmacia ) , using ( a - " P | d C T P (New England 
Nuclear). T h e hybridisat ions were performed in 1 M NaCl. SDS. 
•I 65*C. and the Alters were washed at room temperature in 2x SSC. 
O.l^t SDS. Restrict ion f ragments of 300-500 bp containing the repeat 
sequence were identified by Sou thern analysis of DNA from plasmids 
or cos m ids tha t appeared lo be posi t ive in the dot blot assay and were 
Subeloned for sequencing. Restrict ion f ragments to be subeloned were 
purified from an agarose ge! using Geneclean (BIO 101, La Jolla, CAl 
and ligaied to vector DNA tha t was linearized with the appropriate 
enzyme and t reated with calf in tes t ina l phosphatase as described pre-
viously (Patel ef o/.. 1990b). T h e nucleotide sequence was obtained by 
the dideoiy method using the Sequenase kit (U.S. Biochemicals). STS 
information f rom the 17p marke r s was obtained by isolation and/or 
subeloning t h e following for sequence determination: (!) «1541--A 
500-bp repeat-positive Sphl f r agmen t f rom cl541 (Patel ef a l . 1990s) 
was subeloned in to the Sphl site of pTZl9R- (2) cl5F4—Tbe cos mid 
15F4 was obtained by screening the Los Alamos flow-sorted chromo-
some 17 library with the cDNA for the su burnt of the mouse muscle 
nicotinic acetylcholine receptor. A 1.2-kb Xhol fragment from C15F4 
that hybridized with t h e c D N A was subeloned into pTZl9R. (3) 
pVAW411R2—A 500-bp / / i n c l l / t f i n d l l l fragment from pVAW411R2 
was subeloned into pTZ18R and pTZ19R, which were digested with 
WincII and HindHI . (4) pVAW401—An S90-bp Rial fragment from 
pEW401 was subeloned into the Wmcll site of pTZl9R- (5) FVGll — 
The St. Louis h u m a n genomic VAC library was screened by PCR wjih 
primers IMG 3342 and IMG 3343 representing an STS in VAW409R1 
(Lupski et aL. 1991a) to identify YAC A217H6. DNA from this YAC 
was used for amplif icat ion with a pr imer for the right end of tbe YAC 
vector (Nelson ef at, 1991) and the Alu primer 278 (Nelson et oL. 
1989). The &50-bp P C R product F V G l 1 was directly sequenced using 
the latter pr imers (Casanova et aL, 1990). (6) pS6.1-HB2-A 555-bp 
EcoRI fragment from t h e cloned Alu P C R product SS.1-HB2 (Patel et 
al, 1990b) was subeloned into the EcoRI site of M13mpl&. <7) pAlO 
41—The 345-bp f r agmen t from the clone pUClO-4] (Barker et al. 
1987) was subeloned into p T 2 l 9 R - (8) OS2-GA3—The STS devel-
oped from pA 10-41 sequence was used to identify YAC A167E7 from 
the St. Louis h u m a n YAC library. A fragment specific for the right 
end of this YAC was amplif ied with a vector-specific primer (Nelson ef 
al. 1991) and the Alu p r imer 517 (Nelson el aL. 1989). This fragment 
OS2-GA3 was subeloned into the H i n d i site of pT2l9R. (9) pFG2—A 
700-bp Mspl f ragment f rom the cloned Alu PCR fragment FG2 (Guz-
zetlaet aL. 1990) was t rea ted with Klenow fragment to enable cloning 
into the Hindi s i te of pTZ19R. (10) pYN'M«7-R5—A <30-bp EcoRI/ 
Hinell f ragment and a 360-bp repeat-posit ive Hoelll fragment from 
pYNM67-R5 (Ray et al., 1990) was subeloned into the EcoRl/tfmdlll 
and Hmcll site of pTZ19R, respectively. (11) cl516—A 2&4 bp EcoRI 
fragment from c l 5 I 6 was subeloned in to the EcoRI site of Ml3mpl8. 
In addition, t h e subclones pEW301 (Barker e /a i , 1987), pEW405, and 
pVAW412R3 (Wright ei aL, 1990) were directly sequenced using dou-
ble-stranded p lasmid D N A s a f t e r alkaline denaturation of tbe tem-
plate DNA. 
Polymerase chain reaction. T h e P C R was performed using stan-
dard conditions in a 50-jil reaction volume in a mixture containing 1 
i M of each oligodeoxynucleotide pr imer with the exceptions noted 
below: 250 of each d N T P , 5 of 3 Ox PCR buffer {500 mM KC1. 
120 bJW Tr i s -HCI , p H 8.0, 1.5 MM MgC)2, and 0.01% gelatin), and 
1.26 units of Ampl i taq (Cetus) DNA polymerase. Tbe amplification 
conditions were an init ial dena tura t ion a t 94 a C for 5 min, followed by 
30 cycles of dena tu ra t ion for 1 min a t 94*C, annealing for 1 min at 
SS'C or as specified below, and extension for 2 min at 72°C in a first-
generation au toma ted thermal cycler (Perkin-Elmer/Cetus). For 
STSs developed f rom c l 5 1 6 and R M l 1-GT, an annealing temperature 
of GO and 65 °C. respectively, was used. When a primer had homology 
with the Alu repeat, it was used a t 0.1 pM. The PCR products were 
visualized by electrophoresing 10 pi of the reaction in a 1.35c agarose 
gel in IX T B E buffer . 
For PCR amplif icat ion of polymorphic repeats, either primer was 
end-labeled a t 37°C as described by Lupski et aL (1991). PCR was 
performed as described above with 0.4 of the labeled primer, tbe 
same unlabeled pr imer a t 0.1 ¡ M , and the second unlabeled primer at 
H O C I -o s: 
27_J«_ bp 
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F I G . I . Mendelian inheritance of simple repeat po lymorph i sms 
in 17p. Approximately 100 ng of genomic ONA f r o m m e m b e r s of nu-
clear families segregating CMT1A was subjected t o ampl i f ica t ion with 
primers for the indicated loci and analyted by e lec t rophores i s in 6% 
polyacrylamide sequencing gelt, as described under Mate r i a l s and 
Methods. T h e individual loci/markers are: <«) C H R N B 1 (c lSF4) . (bl 
D17S61 (EW401). (cl D17S71 (p0S2-GA3). (d) D17S2GO (clS41). 
1 piM A total of 2 |il of the reaction products was mixed with 4 jjI of the 
formamide dye and electropboresed in a 6"S polyacrylamide DNA se-
quencing gel at 40 W for 3.5 h. Gels were a u t o r a d i o g r a p h y a t - 7 0 * C 
for 2-12 h by exposure to Kodak XAR-5 film. 
Fluorescence in iitu hybridization One- and two-color fluores-
crnce in situ hybridization was performed as de ta i led elsewhere 
(Trask. 1992). Probes used for FISH were as follows: c l 5 1 6 and clS41 
were obtained as previously described (Patel el at. 1990a); cYNM67 
was kindly provided by Dr. Y Nakamura; e l 5 F 4 was ob ta ined as de-
scribed above in the section on STSs and c l 7 - 6 8 was ob ta ined by 
screening the Los Alamos flow-sorted chromosome 17 c o s m i d library 
with the cDNA for the i subunit of the mouse muscle nicot inic acetyl-
choline receptor, probe VAW409 represents a mix tu re of the sub-
clones pVAW409Rl and pVAW409R3 (Wright et al. 1990). PromeLa-
phase chromosome spreads »-ere prepared from methot rexa te -syn-
chronised peripheral blood lymphocyte cul tures of h e a l t h y donor* 
(Yunis, 1976). DNA was labeled with biot in- or d i g o i i g e n i n - d U T P b y 
nick translation. T o map probes relative to cytogenetic bands , biotin-
ylated probes were hybridized individually to me taphase spreads and 
labeled with fluoresce in-conjugated detection reagents [avidin-fluo-
rescein (FITC), biotinylated goat anti-avidin ant ibodies, and av id in-
FITC). T h e chromosomes were incubated in D A P I and act inomycin 
(Schweiier , 1976) to produce a Q-banding pat tern similar to enhanced 
QFH-type bands (Verma and Rabu, 1989). T h e slides were mounted in 
an ant ifade solution containing propidium iodide. Ch romosomes were 
viewed alternately through a filler set t r ansmi t t ing FITC-labeled 
probe sites and propidium iodide counterstaining a n d a filter set 
t ransmi t t ing DAPI fluorescence. At least 10 melaphase spreads were 
analyzed to establish the band location of each probe. 
T o establish relative probe order along t h e ch romosome, two 
probes. ODe biotinylated and one digoxigenin-labeled, were mixed and 
hybridized simultaneously to metaphase chromosomes. T h e biotiny-
lated probe was subsequently labeled orange-red by incubat ion in avi-
d in -Texas Red, biotinylated goat-anti-avidin an t ibody , and evidin-
Texas Red. T h e digoxigenin-labeled probe was labeled green with 
slirep anti-digoxigenin antibody (Fab f ragmenla . BoehringerMinn 
heiml and FITC-conjugated donkey ant i -sheep lgG (Volenti; 
Probes). Red and gieen signals were viewed simultaneously through* 
dual band pass filter (Omega. Bractleboro, VTl . The chromosome 
weiecounte rsu ined with DAPI. The order of red and green hybridal 
«ion sites o n scored relative to the long axes of at least SO random!) 
selected chromatids. Ordering information could be obuined free 
those chromatids that shoved red and green signals either proximal or 
distal relative to each other, whereas side-by-side signals »ere nonin 
formative (Trask et al.. 19911 T h e significance of the metaphasf or 
dering results was determined by calculating the test statistic, i • 211 
- 0.5) Xn, where / is the observed fract ion of observations in one of 
two classes (proximal or distal) and n is the number of observation! i» 
these two classes, r was compared with tables of the normal distribu 
tion to obtain two-tailed P-values. 
R E S U L T S 
Sequence-tagged sites and simple repeat polymor 
phisms for I7p loci DNA sequence information w« 
obtained for 15 loci in 17p and was used to design 1( 
primer pairs for PCR amplification. In addition, pub 
lished information on sequence for the /5 subunit forth« 
muscle nicotinic acetylcholine receptor gene (CHRNBl 
was used to design primers IMG 3829 and IMG 3830 foi 
PCR. Published primer sequences were used for amplifi 
cation of the ubiquitin locus mapping to 17p (Fain et aL, 
1991), and VAW409 (D17S122) (Lupski et aL, 1991) loci 
These primer sequences and the sizes or size ranges of 
the corresponding amplification products are display« 
in Tables 1A and IB. 
Four new simple repeat PCR-based polymorphisms 
were identified. One of these, a (GT)„ polymorphism as 
sociated with the gene for the 0 subunit of the muscl( 
acetylcholine receptor, was highly informative with ai 
observed heterozygosity of 88% in 17 unrelated Cauca 
siansand at least 12 different alleles ranging in size froa 
155 to 181 bp. Mendelian inheritance of the polymor 
phism was noted in 6ve mult ¡generational families »ill 
108 individuals. A three-allele polymorphism associite-
with the D17S71 locus was identified in a subclon' 
pOS2-GA3 from the right end of YAC A165E7. Thi 
polymorphism had an observed heterozygosity of 63% 
24 unrelated Caucasians. Mendelian inheritance of thi 
polymorphism was observed in five multigenerationa 
families with 140 individuals. Two two-allele polymor 
phisms associated with the D17S260 locus (cl541) an 
the D17S61 locus (EW401) were also identified. Mende 
lian inheritance of each of these polymorphisms i 
shown in Fig. 1. (GT)„ repeats were also identified at tb 
D17S258 (cl516) and D17S259 (pYNM67-RS) loci.bu 
were not polymorphic, likely due to the fact that then 
were fewer than 12 monomer motifs of the repeated elf 
ment. 
Identification of yeast artificial chromosomes con? ' 
spondingio 17pSTSs. Thirteen primerpairs represent 
ing 11 loci on the short arm of chromosome 17 were«« 
to screen the human genomic YAC library constructs 
at Washington University. St . Louis (Burke et al., 198' 
Brownstein ef al. 1989). The library was screened fo 
g o „ Q _ O O Q -c f- o — r* I« a 
Tempiali • ^ 4 
a £ a a _ _ — I- O- — w. 
e „ 
r t ' « — ™  V, ^ Vi 
Marter — — — - — — — — -
< Z 
















FIG. 2 . PCR amplification products from representative loci in 17p obtained from somatic cell hybrid». 150 ng of genomic DNA from each 
hybrid was subjected to PCR amplification with primers represent ing each of the loci, as described under Mater ia ls and Methods. Ten 
microliters of the PCR reaction was electrophoreses in a I.3Ì5 agarose gel. T h e size of the amplification product is indicated on the right. Hy 
U7-20D through Hy DHA4 represent hybrids derived from individual S M S pa i i eou . Hy 8SH5. HO-11, and JW-4 retain lTpier — 17pl 1.2. 
I >p!3.100 — lTqter, and I7p]3.l05 I rqte i . respectively. Note tha t H y 357-2D is tb t only Smith-Magenis hybrid to have a unique pa t t e rn of 
deletion. The size of the PCR products for the VAW409 locus is variable due to the presence of s (GT1. repeat. 
positive clones by a PCR-based strategy as described by 
Kwiatkowski et al (1990). YACs were identified with 10 
of these primer pairs and are listed in Tables 1A and IB. 
The designations for the YAC clones correspond to the 
original clone designations at Washington University, 
St. Louis. 
Somatic ceU hybrids from SMS patients. Fifteen so-
matic cell hybrids retaining a dell7(pl 1.2) chromosome 
from previously described (Greenberg ef aL, 1991) indi-
vidual patients with Smith Magenis syndrome were con-
structed. These hybrids and four previously character-
ized hybrids, namely DHA4, 88H5, HO-11. and JW-4 , 
were subjected to analysis with the STSs described in 
Table 1. Representative results with primers from eight 
of these loci are shown in Fig. 2 and cumulative results 
are depicted schematically in Fig. 3. T h e hybrids ana-
lyzed comprised a total of six different chromosomal 
breakpoints, which produced a maximum of seven dif-
ferent recognizable regions that are cytogenetieally de-
lineated into only two regions, namely 17pl 1.2 and 
17pl2. The majority of the SMS hybrids, with t he ex-
ception of Hy 357-2D, appeared to have a similar pa t te rn 
of deletion for the markers tested. 
Five markers were deleted in most of the pat ients 
(D17S446. D17S258, D17S29, D17S71, and D17S445) 
defining the Smith-Magenis critical region. One hybrid 
from a SMS patient demonstrated a unique pattern of 
deletion. Hybrid 357-2D had a deletion that extended 
fur ther distal from the centromere, as evidenced by dele-
tion for several 17pl2 markers (D17S125, D17S122. 
D17S124) and retention of several 17pll .2 markers 
(D17S446. D17S258, D17S29). 
Fluorescence in situ hybridization. Seven loci were 
mapped relative to cytogenetic bands and relative to 
each other by fluorescence in situ hybridization to meta-
phase chromosomes (Table 2). cYNM67 and cl516 
mapped to 17pll.2, VAW409 mapped to 17pl l .2-pl2 . 
and cl5F4, cl541. and c l7 68 mapped to 17pl3. T h e hy-
bridization sites of these probes were labeled in different 
colors so that their relative order could be determined on 
metaphase chromosomes. For example, the site of 
cYNM67 was proximal to the site of c l516 on a signifi-
cantly greater fraction of informative chromatids (73 of 
109) than it was distal to c l5 l6 (36 of 109) (P < 0.0005). 
No ordering information was provided by 71 additional 
chromatids on which the hybridization sites of cYNM67 
and cl516 were equidistant from the telomere. FISH or-
dering on metaphase chromosomes established the 
o rde r cen-cYNM67-c l516-VAW409-d5F4-c l541-
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F I C . 3 . Deletion status of 17p markers in the hybrids determined by PCR. An idiogram illustrating the shon arm of chromosome 1! 
deletion intervals, and the relative position of individual markers are shown on the left. An open box indicates that the marker is deleted »h» 
solid box indicates that the S T S yields en amplification product in the hybrid T h e order of eYNM67 and 1516 with respect tothe c m 
was established by FISH mapping. 
DISCUSSION 
Much attention has been focused on efforts to charac-
terize the human genome at two levels: the gross physi-
cal and genetic map of chromosomes and their DNA se-
quence (McKusick and Ruddle. 1987). The molecular 
dissection of specific chromosomal segments and the ac-
quisition of region-specific polymorphic sequences are 
significant steps toward these goals. We describe the de-
velopment of a somatic cell hybrid panel from SMS pa-
tients that should be very useful for the ordering of 
probes within the 17pl 1.2-17pl2 intervals and provide 
valuable information on the molecular basis of the syn-
drome. The density of well-characterized markers avail-
able in this region did not allow us to differentiate the 
deletions in these patients except in patient 92-357. The 
extent of the region encompassed by the deletion in pa-
tient 92-357 has an interesting implication. This patient 
carries a deletion spanning the markers LEW401 
(D17S61). VAW409 (D17S122), and VAW412 (D17S-
125), which span a genetic distance of =:10cM (Wright et 
aL, 1990) and have been demonstrated to map within 
a 1.5-Mb region duplicated in patients affected with 
CMTlA (Lupski et aL, 1991; our unpublished observa-
tions). This suggests that the proximal junction of the 
CMTlA associated duplication may closely flank the 
distal breakpoint in del(17)(pll.2) patients. Patient 92-
357, who is deleted for all three markers, does not sh 
any clinical signs of C M T l A , all hough further elect 
physiological evaluation is required. This suggests t 
monosomy for the gene(s) in the CMTlA-associated 
plication interval does not lead to clinical signs 
C M T l A . The deletion in this patient extends more te 
meric to include the VAW411R2 (D17S124) locus,*h: 
is not duplicated in C M T l A patients. 
T h e gene for the j9 subunit of the muscle acetykholi 
receptor had been previously mapped to the I7pll 
17pl2 region (Beeson et aL. 19S9). Our studies dea 
show that this gene maps to 17pl 3. This is based on P" 
analysis of the hybrid panel using two different prir 
sets specific for this gene and FISH. Thus, thechror 
soma! location of this gene, which is much moredi.' 
than the markers mapping within the CMTlA-« 
ciated duplication, makes it an unlikely candidate 
this disease. 
FISH mapping confirmed the hybrid panel resu 
Probes from three of the seven intervals defined byl 
hybrid panel were assigned to cytogenetic band I" 
tions. In addition, FISH mappingplacedcYNM67pr 
imal to cl516, cl5F4 (NACHRB) in 17pl3, distal 
VAW409, and placed two additional markers, cl5411 
C17-G8 (CHRNE) distal to cl5F4 (CHRNB1) in lTp 
The use of PCR for analysis of hybrid DNA prove« 
be a reliable method, although persistent attachment 
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d a l o produce enhanced QFH-like bands (Sehweizer, 1976) and c o u n u r n t i m d with propidiura iodide. The position of the fluorevein-labeled 
t t)4xidjt«t ion site was mapped relative u> cytogenetic bands on at least 10 toe'.aphaie spreads. 
* T b * number of chroma t ids in which the hybridization site of probe A Irov bevdingi was proximal to, at the fame position as, ot distal to 
(lined in tha t ordei) the hybridization t iw of probe B (column heading! aJonf the long avis o i t h « c h r o m o t e m e Probes A and B were hjbridiaed 
simultaneously to meisphase spreads, and their s i tes « « re labeled with difftna: Sjoraehsouxs. In aJl cases, p robe A was prorimal to probe B on 
• • i p u f k e n t l y greater fraction of chromatids t han It w u disuU to probe B >P < O.OOQa: see Material« and Methods). 
(he parental lymphoblasts lo the hybrid cells in the early 
phases of the fusion interfered with the differentiation 
of clones retaining the deleted from those retaining the 
intact chromosome 17 by PCR- Cross-species amplifica-
tion occasionally occurred with the S T S primers devel-
oped from the markers RM11-GT end cl51€, thus lead-
ing to some difficulty in establishing the deletion status 
of the hybrids. These two problems were circumvented 
by reducing the amount of DNA used as template and 
increasing the annealing temperature to allow selective 
amplification of human sequences, respectively. 
T h e construction of region-specific S T S s allowed us 
lo isolate several YAC clones speci6c for chromosome 
17p l l . 2 -p l2 . The availability of methods for rapid 
screening (KwiatWowski et aL, 1990) and isolation of in-
«ert terminai sequences from YACs (Riley et oL, 1990; 
Nelson et oL, 1991) provides the possibility of rapid 
walking and cloning of DNA spanning the entire region. 
T h e YACs will also be useful for the direct identification 
of expressed sequences that may be candidates for 
CMTlA, Smith-Magenis syndrome, and other diseases 
t h a t may map to this region. YACs have recently been 
used to directly screen cDNA libraries (Wallace et aL, 
1990; Elvin et aL, 1990). and in addition, potential H T F 
islands likely to be associated with expressed sequences 
(Bird, 1967), may be easily identified on the restric-
tion map. 
We also identified and characterized four strap]« re-
peat polymorphisms (Weber, 1990), which will be useful 
for establishing the parental origin of the deletion in 
S M S pat ients and for genetic mapping of the region. In 
part icular , the identification of a highly informative po-
lymorphism within the gene for the 0 subuni t of the 
muscle acetylcholine receptor will be useful for evaluat-
ing its importance in various human diseases by linkage 
analysis . 
In conclusion, the use of somatic cell hybrids and PCR 
as well as fluorescence in situ hybridization has proved 
to be a rapid and reliable method for mapping probes 
and for the study of SMS, while the development of re-
agents such as STSs, simple repeat polymorphisms, and 
region-specific YACs will be useful for further physical 
and genetic studies of this chromosomal segment. 
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